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Два комплекса цинка(II) и S-алкенил деривата тиосалицилне киселине (енгл. S-alkenyl 
derivatives of thiosalicylic acid- SADTА) (лиганди) су синтетисани и карактерисани на 




C NMR спектроскопије. Комплекси 
су добијени директном реакцијом ZnCl2 и SADTА, у воденом раствору. Према физичко-
хемијским и спектроскопским подацима, закључујемо да су лиганди бидентатно 
координовани за јон цинка(II). Интеракција комплекса са DNA говеђег тимуса (CT-DNA) 
испитивана  je Uv-vis и флуориметријском методом. Цитотоксична активност комплекса 
поређена је са оксалиплатином и цисплатином и анализирана је на двије различите 
туморске ћелијске линије: мишји карцином дебелог цријева (CT26) и мишји меланом 
(B16F1), док су не-туморске мишје мезенхимске матичне ћелије (мmMSCs) коришћене као 
контрола. Оба комплекса показала су умјерену активност против ћелија мишјег рака 
дебелог цријева и меланома. Смањење вијабилности ћелија меланома је изазвано 
задржавањем ћелије у G2 фази ћелијског циклуса и апоптозом. Цинк(II) комплекс са 
SADTА, иако има значајно слабији цитотоксични ефекат на туморске ћелије него 
оксалиплатина и цисплатина, дјелује селективније на туморске ћелије од познатих љекова. 
 
Кључне речи:  






In this study, we generated and analized two complexes of zinc (II) and S-alkenyl derivatives of 
thiosalicylic acid- SADTА (ligands), by microanalysis, IR, H and C NMR spectroscopy. 
Synthesis of the complexes was accomplished by direct contact of  ZnCl2 and SADTА. Physico-
chemical as well as spectroscopic analysis revealed bidentately coordination of the ligands to the 
zinc(II) center. Absorption as well as ethidium bromide displacement analyses were used for CT-
DNA test. Citotoxicity of the complexes was tested in colon carcinoma (CT26) and melanoma 
(B16F1), as well as in mesenchymal stem cells (mMSCs), all derived from mouse. Citotoxicity of 
complexes was compared with oxaliplatin and cisplatin. 
We revealed moderate citotoxicity of complexes against tumor cells. This phenomenon was 
acompained by induction of apoptosis and G2 phase arrest. The tested zinc (II) complexes has a 
weaker cytotoxicity than oxaliplatin and cisplatin. However, they show a much more selective 
effect on tumors than known drugs. 
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Предмет овог рада био је припремити два нова комплекса цинка (II) и S-алкенил деривата 
тиосалицилне киселине (енгл. S-alkenyl derivatives of thiosalicylic acid- SADTА), 
окарактерисати их и анализиранти цитотоксични потенцијал ових комплекса. У уводном 
дијелу, приказали смо карактеристике цинка, тиосалицилне киселине и комплексних 
једињења, као и механизме регулације ћелијског циклуса и ћелијске смрти. 
 
1.1. Цинк 
Поред гвожђа, цинк је други најзаступљенији метал D-блока у људском тијелу. Цинк се 
појављује као Zn (II) јон који је електрон дефицијентан и функционише као Левисова 
киселина (1, 2). У биолошким системима, јони цинка се често налазе на активном 
дијеловима ензима, а такође могу бити битни за стабилизацију протеинских структура.  
Суштина есенције цинка установљена је 1869. године за биљке, 1934. за експерименталне 
животиње, а 1961. за људе. (3) Синдром анемије, хипогонадизма и патуљастости је 
забиљежен код 21-годишњег иранског фармера 1961. године који је живио на исхрани 
нерафинисаним хљебом, кромпиром и млијеком (4). Убрзо након тога, сличан синдром је 
примијећен код египатских адолесцената који су имали сличну историју исхране као и 
Иранци, углавном на хљебу и пасуљу (5). Давање додатног цинка или дијета која садржи 
адекватне животињске протеинске намирнице побољшало, је раст и кориговало 
хипогонадизам, док је анемија коригована пероралним узимањем гвожђа. Касније студије 
су показале да је синдром примарно резултат ниског уноса цинка у исхрани. Од открића 
недостатка цинка као здравственог проблема људи 1961. године, (3) интересовање за 
биохемијске и клиничке аспекте исхране цинком значајно се повећало.  
 
Биохемијске и физиолошке функције цинка 
Иако су биохемијски механизми зависни од цинка у физиолошким функцијама опсежно 
проучавани, нису установљени јасни односи. Цинк је свеприсутан у ћелијама за разлику од 
гвожђа, које је садржано у дефинисаним ћелијским компонентама и има дефинисану 
физиолошку улогу. Улога цинка у биологији може се груписати у три опште 
функционалне класе: каталитичка, структурна и регулаторна функција (6). 
 
Хомеостаза цинка 
Одржавање константног нивоа ћелијског цинка, или хомеостазе, је неопходно за 
преживљавање. Код животиња и људи, прилагођавање укупне апсорпције цинка и 
ендогене интестиналне екскреције је примарно средство за одржавање хомеостазе цинка 
(7). Прилагођавање апсорпције цинка у гастроинтестиналном тракту и ендогена екскреција 
су синергистичке. Чини се да се промјене у ендогеном излучивању брзо дешавају за 




реагује спорије, али има капацитет да се носи са великим флуктуацијама у уносу (8). Са 
екстремно ниским уносом цинка или са продуженим граничним уносом, секундарна 
хомеостатска прилагођавања могу појачати гастроинтестиналне промјене. Ово секундарно 
прилагођавање обухвата  промјене у излучивању цинка урином, промјену брзине 
циркулације цинка у плазми и евентуално задржавање ослобађања цинка из ткива (9, 10). 
 
1.1.1. Посљедице недостатка цинка 
Због мноштва основних биохемијских функција цинка у ћелијама, постоји широк спектар 
физиолошких знакова недостатка цинка. Ови знаци варирају у зависности од озбиљности 
стања. Органски системи за које се зна да су клинички погођени недостатком цинка 
укључују епидермални, гастроинтестинални, централни нервни, имунски, скелетни и 
репродуктивни систем (11). 
Клинички знаци тешког недостатка цинка идентификовани су у индустријализованим 
земљама, нарочито код особа које пате од acroдermatitis enteropathica, ријетког генетског 
поремећаја који посебно утиче на апсорпцију цинка (12). Тешки недостатак цинка који је 
резултат других узрока, као што је продужена парентерална исхрана са неадекватним 
садржајем цинка, довела је до сличних клиничких знакова као код acroдermatitis 
enteropathica (13). 
Мада је клинички мање изражен, блажи недостатак цинка је много чешћи. Функционална 
оштећења идентификована у испитивањима могу бити карактеристична и за благи и 
умјерени недостатак цинка. 
 
Раст и развој 
Једна од најистраженијих клиничких карактеристика везаних за недостатак цинка је 
оштећење физичког раста и развоја. (14, 15). Механизми који су укључени, међутим, нису 
добро схваћени. Овај ефекат је најзначајнији током периода брзог раста као што су 
трудноћа, дјетињство и пубертет током којих су потребе за цинком највеће (10). 
 
Ризик од инфекција 
Дијареја. Пролив је карактеристично, мада не и обавезно, обиљежје acrodermatitis 
enteropathica (16). Могућа објашњења за повезаност недостатка цинка и дијареје укључују 
оштећење имунског система и транспорт ћелија цријевне мукозе (17). Узрочна веза између 
недостатка цинка и дијареје је показана благотворним ефектима додавања цинка и 
истовременим повећањем брзине раста (18). 
Пнеумонија. Студије суплементације цинка код дјеце показале су статистички значајно 
смањење преваленције пнеумоније у земљама у развоју (19). 
Маларија. Неизвјесно је у којој мјери орално додавање цинка може да смањи епизоде 
маларије у ендемским подручјима. Према неким истраживањима, изгледа да је маларија 




суплементације цинка против маларије (21). Потребне су даље студије како би се утврдио 
овај ефекат. 
 
1.1.2. Посљедице прекомјерне концентрације цинка 
Типични симптоми токсичности цинка укључују мучнину, повраћање, дијареју и грчеве. 
 
1.1.3. Координовање цинка у комплексним једињењима 
Хемијске особине цинка чине га идеалним металом за проучавање улоге координационог 
соја у повећању ензимске брзине. Цинк-јонски и протеински остаци који су директно 
повезани са цинковим јоном представљају функционални диполни комплекс, а 
поларизација овог комплекса, која се преводи у координациону дисторзију, може подесити 
електрофилност, а тиме и реактивност. Конзервирани протеински остаци изван комплекса 
дипола, као што су остаци другог омотача, могу играти улогу у подржавању електрона. Да 
би се тестирала корелација између поларитета дипола и афинитета везивања лиганда, 
спроведено је испитивање структурне функције ди-цинк аминопептидазе поријеклом из 
Vibrio proteolyticus (22). Аланинска супституција S228 и М180 резултује каталитичким 
смањењем ензимима чије кристалне структуре показују веома малу промјену у положајима 
металних јона и протеинских остатака. Међутим, детаљније испитивање кристалних 
структура показује мале позиционе промјене које објашњавају разлике у геометрији 
координације цинковог јона. Мјерења афинитета везивања леуцин фосфонске киселине, 
аналога транзиционог стања и леуцина, производа, показују корелацију између 
координационе геометрије и афинитета везивања лиганда. Ови резултати указују на то да 
координациони број и поларитет могу подесити електрофилност цинка (22).  
Карбонска анхидраза, карбоксипептидаза и супероксид дисмутаза су неки од примјера 
добро проучених ензима цинка (23, 24). 
 
1.1.4. Антитуморска активност цинка 
Веза између недостатка цинка и тумора је добро позната (25, 26). До данас је анализиран 
велики број семикарбазон- и тиосемикарбазон- комплекса цинка (II) са антитуморском 
активношћу (27-29). Цинк (II) комплекси са Schiff базама такође могу бити биолошки 
активни и показати побољшање активности у односу на слободне пролиганде (30). 
Познато је да је цинк есенцијална компонента за DNA везујуће протеине са Zn остацима, 
као као и Cu/Zn супероксид дисмутаза (енгл. superoxide dismutase- SOD) и разни протеини 
укључени у оштећење и поправку DNA (31,32). Zn је такође значајан за ћелијску 
пролиферацију, регулацију ћелијског циклуса, диференцијацију и апоптозу (33). Други, 
антиоксидативни и анти-канцерогени механизми повезани са хомеостазом Zn играју 





У једињењима цинка као што су водени раствори цинк нитрата и цинк сулфата, Zn
2+
 јон је 
стабилан у електролитском раствору присутног слободног јона Zn (II), који реагује са 
ћелијом. У случају као што је површина кристалита ZnO, ослобођен Zn
2+
  јон  присутан је 
као слободни цинков јон. Дакле, ови јони цинка утичу на главну фазу процеса иницијације, 
промоције, прогресије, и метастазирања тумора. С обзиром на важност ових канала и 
сигналних путева у ћелијској пролиферацији, миграцији и метастазирању, испитивање 
утицаја недостатка Zn на функције ових канала у ћелијама тумора је приоритет (34). 
Према физиологији и патологији јона Zn
2+
 (35), дисрегулација Zn (II), недостатак и 
прекомјерна концентрација су повезани са разним болестима, синтезом DNA, 
неуротрансмисијом, и апоптозом, посебно у туморима. У 98% људског тијела Zn (II) је 
локализован интрацелуларно, гдје је цинк (II) везан ниским афинитетом са 
металотионеином (енгл. Metallothionein- МТ). МТ штити ћелије од оксидативног стреса, 
јер сарађује са редукованим глутатионом (енгл. reduced glutathione- GSH). МТ заједно са 
цинком (II) утиче на апоптозу и пролиферацију, код којих је повишен серумски ниво МТ у 
бројним малигнитетима, између осталих у туморима дојке и простате. Антибактеријска 
активност јона цинка (II) је веома велика, нарочито против Грам-позитивних и негативних 
бактерија (36, 37). Антитуморска активност јона Zn
2+
  против канцера и туморских ћелија 
је у фази интензивног испитивања. Антиканцерогене активности јонског раствора цинка 
(II)  испитиване су у циљу превенције рака, настајања и раста тумора, пролиферације, 
инвазије, и метастазирања, у којима је системски ефекат јона цинка (II) укључен у статус 
хомеостазе цинка, регулација апоптозе у малигној ћелији, пролиферацији ћелија тумора и 
расту, и ангиогенезу у туморским ћелијама. 
 
1.1.5. Тиосалицилна киселина  
Тиосалицилна киселина је органосумпорно једињење које садржи карбоксилне и 
сулфхидрилне функционалне групе. Њена молекуларна формула је C6H4(SH)(CO2H). То је 
жута чврста супстанца која је слабо растворљива у води, етанолу и диетил етру и 













1.1.6. Координована једињења тиосалицилне киселине 
Хибрид лиганди који садрже комбинацију „меког сумпора“ и „чврстих атома“ донора 
кисеоника су од великог интереса за координациону хемију. Ова комбинација донорских 
група се прилагођава разноврсним металним јонима који обухватају читав периодни 
систем. Док је координациона хемија таквих лиганада у жижи интересовања последњих 
неколико година, у областима као што је хемија материјала све више се користи њихова 
хетеродифункционална природа као средство за спајање различитих материјала. 
Меркаптобензоичне киселине су од посебног интереса у овој класи хибридних лиганда 
због њихове доступности и стабилности, у комбинацији са њиховом богатом 
координационом хемијом (38). Лиганди изведени из тиосалицилне киселине 
(депротонизацијом једног или оба кисела водоника) је су у стању да се координирају са 
широким спектром метала, преко једног или оба тиолат-сумпора и карбоксилата у 
различитим облицима везивања, укључујући монодентат, хелат и низ повезујућих модова. 
Због геометријских ограничења ови лиганди не учествују у хелацији метала, међутим овај 
„недостатак“ се замјењује формирањем значајаног броја супрамолекуларних структура у 
координационим комплексима 3МBА и 4MBА гдје је лиганд S-везан за један или више 
метала, а затим за слободну COOH групу и учествује у интеракцијама везивања водоника. 
Добро је познато да карбоксилне киселине формирају водоничне димере у чврстом стању 
(39, 40). Као резултат, карбоксилна група је стабилно успостављена са разноврсном 
функционалношћу у супрамолекуларној хемији и широк спектар мреже водоничних веза је 









Фигура 2. 3D и кристална структура тиосалицилне киселине  










1.1.7. Комплекси цинка (II) са тиосалицилном киселином као лигандом 
Координациона хемија Zn (II) са тиосалицилатним лигандима је испитивана, али 
комплекси типично нису детаљно описани (48). Комплекси цинка су испитивани под 
претпоставком да биоесенцијални комплекси метала са биолошки активним лигандима 
могу бити мање токсични за нормалне ћелије у односу на туморске. У претходним 
истраживањима (49), синтетисани су и карактерисани неки комплекси Zn (II) са S-алкил 
дериватима тиосалицилне киселине. Испитивана је и цитотоксичка активност комплекса 
бакра (II) са лигандима који су хемијски најсличнији лигандима од интереса у овој 
докторској дисертацији. Тестови цитотоксичности су показали да и тиосалицилатни 
прекурсори и њихови комплекси имају цитотоксичну активност против HCT- 116 ћелија 
хуманог карцинома колона (50). У покушају да се побољша биолошка активност 
претходно синтетизованих комплекса бакра (II), испитивани су одговарајући комплекси 






1.2. Ћелијски циклус 
Alma Howard и Stephen Pelc су 1951. године описали фазну и цикличну природу ћелијске 
диобе (56). Овај јединстевени процес данас знамо као ћелијски циклус. Два догађаја су у 
функционалном смислу основа овог циклуса- то су синтеза DNA (фаза синтезе или фаза S) 
и непосредна подела ћелије (фаза М). Овим двема фазама претходе фазе раста и 
реорганизовања, односно фазе G1 и G2. Ћелијски циклус је строго регулисан и 
контролисан процес односно обједињен и целовит програм који подељен у неколико 
узастопних поменутих фаза (61).   
Суштна диобе ћелије је процес током кога ћелија пролази кроз репликацију своje DNA и 
расподела репликованих хромозома у двије одвојене индентичне ћелије. Иако је овај 
процес познат као митоза (фаза М), она је заправо само једна од фаза ћелијског циклуса 
(61). Митоза подразумева процес диобе ћелије и састоји се од: профазе (распад нуклеолуса 
и нуклеарне мембране, појава вретенастих влакана), прометафазе (причвршћивање 
вретенастих влакана за хромозоме и кондентација), метафазе (поравнање хромозома), 
анафазе (подела центромере, удаљавање хроматида), телофазе (декондензација хромозома, 
ишчезавање вретенастих влакана). Ћелијски циклус се окончава цитокинезом, тј. диобом 
цитоплазме  што коначно омогућује формирање ћелија ћерки (61). Као што су и Norbury C 
и сарадници потврдили, стадијуми ћелијског циклуса између двије митозе укључују фазe: 
G1, S и G2 (51). Током фазе G1 (енгл. Gap) ћелија се физички повећава, умножава своје 
органеле и прави молекулске градивне блокове који ће јој бити потребни у каснијим 
фазама циклуса. У следећој фази- S, ћелија у свом једру синтетише комплетну копију 
DNA. Посматрано in vitro, током култивација различитих ћелија сисара, синтеза DNA 
обично траје 6-8 сати. Ова фаза током које се синтетише DNА названа је фаза S (енгл: 
Syntetic) и њено трајање је одређено огромном количином ћелијске DNA који се морају 
верно репликовати (61). Током фазе G2 ћелија нараста, ствара протеине и органеле и 
почиње да реорганизује свој цитоскелет у припреми за митозу. Након завршетка циклуса, 
ћелија или поново започиње процес или напушта циклус улазећи у фазу G0 (стање 
мировања) током које се може одиграти терминална диференцијација. 
 
1.3. Контрола ћелијског циклуса 
Циклин-зависне киназе (енгл. Cyclin-dependent kinase- CDKs) 
Резултати анализе ћелијског циклуса различитих еукариотских ћелија показали су да 
напредовање ћелије кроз ћелијски циклус покрећу активација и инактивација ензима 
названих циклин-зависне киназе (CDKs), што покреће или спречава прелазак у следећу 
фазу циклуса. CDK су мале серин/треонин протеин киназе за чију активност је потребна 
повезаност са циклином. Једна CDK остварује везу са различитим циклинама и тако 
фацилитира напредовање ћелије кроз фазе G1, S, G2 и М. Познато је девет различитих 
CDK, а пет је активних током ћелијског циклуса и то су: 
 CDK4, CDK6 и CDK2 у G1 
 CDK2 у S  




Везивање са циклином омогућава неактивној CDK да пређе у активну конфигурацију 
сличну мономерним и активним киназама те да активирају  нисходне сигналне путеве у 
ћелији (52). Док CDK7 дјелује у комбинацији са циклином Н, а остале осим набројаних 
CDK не играју значајну улогу у регулацији пролиферације (55, 56). Нивои циклина 
флуктуирају током ћелијског циклуса, у зависности од  спољашњих и унутрашњих сигнала 
(53). Након преласка у слиједећу фазу ћелијског циклуса, циклини који су били активни у 
претходној фази се деградирају. 
Нобелове награде за открића повезана са регулацијом ћелијског циклуса 
2001. Контрола ћелијског циклуса 
Leland Hartvel (рођен 1939.), Fred Hutchinson Cancer Research Center, Сијетл, САД, 
награђен је за откриће посебне групе гена који контролишу ћелијски циклус. Један од ових 
гена назван „старт“ игра централну улогу у контроли првог корака сваког ћелијског 
циклуса. Хартвел је такође представио концепт „контролне тачке“ и његов рад је омогућио 
боље разумијевање ћелијског циклуса. 
Paul Nurs (рођен 1949.), Imperial Cancer Research Fund, Лондон, је идентификовао, 
клонирао и генетским и молекуларним методама окарактерисао један од кључних 
регулатора ћелијског циклуса, CDK (циклин зависну киназу). Он је показао да је функција 
CDK високо конзевирана током еволуције. CDK „води“ ћелију кроз ћелијски циклус 
хемијским модификацијама (фосфорилацијом) других протеина. 
Timothi Hunt (рођен 1943), Imperial Cancer Research Fund, Лондон, награђен је за откриће 
циклина, протеина који регулишу функцију CDK. Он је показао да се циклини периодично 
деградирају током сваке ћелијске диобе, и механизам за који се показало да је од општег 
значаја за контролу ћелијског циклуса. 
 
1989. Ћелијско поријекло ретровирусних онкогена 
Michael Bishop и Harold Varmus користили су онкогене ретровирусе да би 
идентификовали онкогене који контролишу раст у нормалним ћелијама. Године 1976. 
објавили су изванредан закључак да онкоген у вирусу не представља прави вирусни ген, 
већ је био нормалан ћелијски ген, који је вирус стекао током репликације у ћелији 
домаћину и затим понио са собом кад се ослободио из ћелије. 
 
Неопходна је чврста веза циклина и одговарајуће CDK да би регулисали ћелијски циклус. 
Да би био потпуно активан, CDK/циклински комплекс мора да буде фосфорилисан на 
одређеним мјестима. Ова фосфорилација активира протеин мијењајући му облик. 
Протеини које фосфорише CDK су укључени у напредовање ћелије до слиједеће фазе (53, 
54). И док је концентрација CDK релативно стабилна током цијелог циклуса, ниво циклина 
се мијења и одређује формирање CDK/циклинских комплекса. Различити циклини и CDK 
се вежу у одређеним тачкама ћелијског циклуса и тако регулишу различите контролне 
тачке. Без потпуно активираних CDK/циклинских комплекса, ћелија не може да прође кроз 
контролне тачке. Иначе, нису ни сви циклини повезани са ћелијским циклусом (54). На 
крају одговарајућих фаза циклуса, следи протеолиза циклина посредована убиквитином 
(54). Потпуна активност CDK је регулисана фосфорилацијом конзервираних остатака 




Друга група регулаторних молекула ћелијског циклуса јесу негативни регулатори. 
Негативни регулатори заустављају ћелијски циклус. Везивање са малим инхибиторним 
протеинима званим инхибитори CDK (енгл. CDK inhibitors- CKI) је универзални 
механизам регулације CDK или CDK-циклинских комплекса. Постоје двије различите 
групе инхибитора CDK (57, 58). Три различита протеина, p21 (Waf1, Cip1), p27 (Cip2), p57 
(Kip2) формирају породицу Cip/Kip протеина/инхибитора CDK-циклин комплекса (58). 
Неколико резултата је показало да ови молекули заустављају ћелијски циклус. Одсуство 
ових инхибитора резултира ембрионалним заустављањем са хиперплазијом у више ткива, 
укључујући цревне и хиподермалне линије, као и повећану апоптозу и недостатке у 
морфогенези. Бројна истраживања показују да инхибитори својим везивањем блокирају 
активности CDK-циклинских комплекса G1 фазе, CDK1-циклин B комплекса, а такође 
делују и инхибицијом нуклеарног антигена ћелијске пролиферације (енгл. Proliferating Cell 
Nuclear Antigen- PCNA) (57, 58). Кад молекулски сензори дертектују оштећење DNA, 
активира се мултифункционални протеин р53 зауставља ћелијски циклус и регрутује 
ензиме како би поправили DNA. Ако се DNA не може поправити, р53 може покреће 
апоптозу, не би ли се спречило умножавање оштећених хромозома. Експресија p21 је под 
транскриpцијском контролом тумор супресор протеина p53 (57, 58). р21 зауставља 
ћелијски циклус везивањем и инхибирањем активности CDK-циклинских комплекса. 
Hannon GJ са сарадницима у својим истраживањима показује да експресија и активација 
молекула p15 и p27 су последица  деловања трансформишућег фактора раста β (ТGF-β) 
што  доприноси заустављању раста ћелије (59). Carnero A са својом истраживачком групом 
потврђује да друга група протеина која обухвата p15 (INK4b), p16 (INK4a), p18 (INK4c) и 
p19 (INK4d), сpецифично инактивирају G1 CDKs (CDK4 и CDK6), везујући се и 
инхибирајући активности CDK блокирањем повезивања са циклином D (57). Динамика 
ћелијског циклуса зависи у доброј мери и од локализације позитивних и негативних 
регулаторних протеина (60). 
Супстрати CDK  
Најбоље испитан међу супстратима различитих циклина је регулаторни протеин продукт 
ретинобластом супресорског гена (енгл. Retinoblastoma Tumour Suppressor Gene- pRb) који 
је супстрат CDK4/6-циклина D (61). Овај ген је одговоран за синтезу протеина- pRb који 
обавља онкосупресорску активнот јер сузбија транскрипцију гена битних у прогресији 
ћелијског циклуса, као што је ген за циклин Е. pRb ту улогу остварује везивањем за 
транскрипциони фактор, пре свега E2F па изостаје активација овог молекула, а одпочиењ 
транскрипција гена чији продукти омогућују пролазак кроз фазу  S, укључујући циклин А, 
циклин Е, Cdc25 (61, 62). Како ћелија расте, pRb се полако фосфорилише док не постане 
инактивиран. Фосфорилисан pRb ослобађа транскрипциони фактор E2F. Деградација и 
следствена инактивација p27 покренута је фосфорилацијом самог инхибитора посредством 
комплекса CDK2-циклин Е, што је Hinds PW са сарадницима у својим истраживањима 
потврдио (63). Zhao J са својим тимом показује да NPAT (нуклеарни протеин мапиран на 
ATM локусу) игра значајну улогу у контроли ћелијског циклуса поготову на G1/S прелазу 
(64). Супстрати за комплекс CDK2-циклин Е, комплексCDK1-циклин B  као и цицлин А- 
зависне киназе представљају хистон H1, DNA полимераза алфа примаза као и регулатори 





1.3.1. Контрола исправости одвијања ћелијског циклуса: рестрикционе и 
контролне тачке 
Све ћелије у организму у одговору на спољни пролиферативни сигнал отпочињу процес 
диобе. Оне реагују на екстраћелијске митогене и инхибиторне факторе (као што је TGF-β) 
само у кратком временском периоду, од почетка G1 фазе до 1-2 сата пре преласка у S фазу. 
Крај овог временског оквира означен је као тачка рестрикције (енгл: R point). Hartwell LH 
и сарадници показују да Ћелије које нијесу излагане факторима раста прије тачке 
рестрикције “одустају“ од активног ћелијског циклуса и враћају се у G0 фазу (68).  
Током ћелијског циклуса повремено настају грешке, те су због тога ћелије  развиле серију 
механизама који надгледају сваки корак током напредовања  циклуса, и не дозвољавају 
ћелији да уђе у наредну фазу ако предходни корак није успјешно завршен (61). То 
обезбјеђује исправан редослед догађаја у ћелијском циклусу (68). У том случају, ови 
ћелијски монитори брзо отпочињу заустављање циклуса до откањања грешке. Ови 
мониторни механизми су названи контролне тачке- checkpoints или checkpoint controls (61, 
68). Губитак кључних checkpoint механизама често се манифестује измењеним 
кариотипом, а дерегулисане активности ових checkpoints монитора укључене су у 
онкогенезу. Контролне тачке оштећења DNА су постављене прије него што ћелија уђе у S 
фазу (контролна тачка G1-S) или након репликације DNА (контролна тачка G2-М) и чини 
се да функционишу и током фаза S  и М. У контролној тачки G1/S, заустављање ћелијског 
циклуса зависи од p53 (61). По мишљењу Levine AJ, различити агенси су способни да 
повећају ниво р53 протеина. То су: Х зраци, UV-зраци, неки хемиотерапеутици који 
оштећују DNA, инхибитори синтезе DNA као и агенси који прекидају микротубуле 
цитоскелета (69). р53 континуирано прима сигнале из различитих система. Уколико р53 
прими алармне сигнале зауставља ћелијску пролиферацију или покреће апоптозу (69). 
Постоје три надзорна система, који шаљу алармне сигнале  молекулу р53 ако региструју 
оштећења или поремећај у сигнализацији. Први од њих је осјетљив на прекиде доструког 
хеликса DNA (енгл: DSBs – Double-Strand Breaks), нарочито оне који су узроковани 
јонизујућим зрачењем. Прекидање dsDNA, на било ком месту у геному, узроковаће 
значајан пораст нивоа р53 (61, 69, 70). Сензори који региструју прекиде DNA преносе 
сигнале до киназа ATM. Након тога АТМ, преноси сигнале до киназе Chk2, која 
фосфорилише р53. Настала фосфорилација штити овај протеин од деструкције протеином 
који је назван Mdm2 (70). Ћелија надгледа активност транскрипциононог фактора ARF 
(заједно са E2F транскрипционим фактором) да би контролисала њен рRb регулаторни 
механизам. Током еволуције је настало неколико начина којима се може елиминисати 
ћелија која има прекомерну активност E2F, и  дерегулисану контролу pRb. Појачана 
активност E2F, индукује експресију многих гена који учествују у програму апоптозе. У ове 
гене спадају каспазе (типови 3, 7, 8 и 9), протеини сродни про-апоптотичком Bcl-2 (Bim, 
Noxa, PUMA), Apaf-1 и протеин сродан р53 протеину, р73 (71). Многе студије показују да 
атаксија-телангиектазија-мутирани протеин (енгл. Ataxia-Telangiectasia-Mutated- ATM), 
протеин повезан са атаксијом и rad3 (енгл. ataxia and rad3 related- ATR) „препознају“ 
оштећење DNА и фосфорилишу p53, док протеин киназа DNA (енгл. DNA Protein Kinase- 
DNA-PK) на за сада непознат начин активира АТМ и АТR (72, 73). Механизми контроле 
ћелијског циклуса у фази S су још увек неразјашњени (61, 72-75). Контрола ћелијског 
циклуса у G2 фази одвија се и зависно и независно од p53 (61). Улазак у митозу се додатно 
спречава транскрипцијом протеина 14-3-3 који транслоцира ciklin-B-CDC2 комплекс у 




можемо рећи да је р53 ”чувар генома”. Ћелијски циклус се зауставља када је оштећена 
DNA, тада р53 индукује експресију ензима за репарацију, а ако неке  грешке у DNA ипак 
остану р53 онда активира програм апоптозе. p53 такође покретањем транскрипције гена 
Gadd45 (Growth arrest and DNA damage inducible gene) индукује деградацију комплекса 
кога чине CDK1-циклин и B1, што у својим истраживањима показује Taylor WR са 
сарадницима (77). 
Fang G са колегама показује да „контролна тачка диобног вретена“ такође открива и 
хромозомске аберације у самом митотском вретену и зауставља ћелијски циклус у 
метафази (78). 
 
1.3.2. Ћелијски циклус и тумори 
Тумор карактеришу абнормалности у ћелијском циклусу. То је посљедица мутација у 
сигналним путевима или других лезија унутар гена који кодирају протеине регулаторе 
ћелијског циклуса. Аберантна активација CDK, која се често виђа код хуманих канцера 
представља основу за дизајнирање синтетичких инхибитора CDK-а (79). 
 
Циклин зависне киназе 
CDK молекули су често измењени у хуманим канцерима. Тако је на пример ген за CDK4 
измењен у  великом проценту меланома, јер се активира тачкастом мутацијом (61, 80). 
CDK6 се активира геномским транслокацијама у лимфомима локализованим у 
маргиналној зони слезине и смањује способност везивања CKI (124). Мутације CDK1 и 
CDK2 гена су релативно ријетке у хуманим канцерима, са нешто већом учесталошћу у 
фокалним карциномима (81, 82). 
 
Циклини 
Ген за циклине D представља други најчешће измјењен локус међу свим типовима канцера 
код људи. У једној студији трансгени мишеви који прекомјерно експримирају циклин D1 у 
млијечним жлездама развили су хиперплазију млијечне жлезде и карцином млијечних 
жлезда. Ови резултати су указали на онкогена својства циклина D. Данас се прекомерна 
експресија циклина D повезује са паратироидним аденомима, лимфомима, карциномима 
дојке, једњака, мокраћне бешике, плућа, дебелог цријева, акутних лимфобластних и 
акутних мијелоидних леукемија и карцинома сквамозних ћелија (61, 83). Са друге стране, 
карцином плућа колелира са повећаном експресијом циклина А и циклина Е, стим да 
повишена експресија само циклина А корелира са краћим преживљавањем (61, 83). 
 
Ензими који активирају CDK 
Оштећење DNA активирају контролне тачке киназе 1 (CHK1). Активација транскрипције 




Активирани CHK1 инактивира Cdc25A и и Cdc25B. Ови догађаји чине ове CDK 
неактивним. CHK1 је у ствари есенцијални посредник заустављања ћелијског циклуса 
изазваног оштећењем DNA. Прекомјерна експресија Cdc25А и Cdc25B омогућава 
активацију комлекса CDK-циклин и следствену онкогенезу (61, 84). Cdc25B је 
прекомјерно експримиран код 32% карцинома дојке. Транскрипциони фактор за Cdc25A и 
Cdc25B је c-myc, док је за дерегулацију функције значајна Raf киназа (61, 84). 
 
Инхибитори циклин-зависних киназа 
Типичан представник ове породице киназа, р16, хомозиготно је измијењен у великом 
проценту хуманих туморских ћелијских линија и такође је инактивиран било делецијом 
било мутацијом у неколико специфичних врста примарних тумора (61, 85). Како је p16 
специфични инхибитор комплекса CDK-циклин D и спречава фосфорилацију pRb 
протеина и заустављање ћелије у G1 фази ћелијског циклуса, ћелије са измијењеним p16 не 
могу се задржати у G1 фази. Измјене pRb, p16 и комплекса CDK/циклин D налазе се код 
скоро свих хуманим тумора (61, 85). Други инхибитор циклин зависних киназа, р19, 
дјелује независно од p16 у регулацији стабилности p53. Ген за p15, често је делецијом 
уклоњен заједно са p16 те ове промене коегзистирају у многим туморима (58, 61). Код 
карцинома, p27 се инактивира слабијом синтезом, убрзаном разградњом  (протеолиза у 
протеазомима) и транслокацијом, што је детектовано код многих типова хуманих тумора 
(плућа, дојка, бешика, дебело црево) (61).  Штавише, студије у неколико типова тумора 
показују да ниво експресије p27 има и прогностичке и терапијске импликације.  
р21 посредује у заустављању ћелијског циклуса, зависно од р53 (61, 85). Од раније је 
познато да р21 инхибира онкогенезу промовишући заустављање ћелијског циклуса као 
одговор на разне стимулусе. Уз то, р21 може да делује као главни ефектор за промоцију 
антипролиферативних активности, независно од р53. У карциномима дојке и леукемијама 
запажа се неколико различитих промјена у генима за p18 и p21 (61, 85). У ћелијама 
хуманих карцинома често се региструје дерегулација р21, али његова експресија у 
зависности од ћелијског контекста и околности, сугерише да може дјеловати 
бидирекционо: и као супресор тумора и као онкоген (61, 85). 
 
Супстрат 
Иако су инактивирајуће мутације pRb ретке, смањење или губитак експресије pRb 
детектује се код 40% до 50% инвазивних карцинома и снажно је повезан са лошим 
клиничким исходом (61, 86). Ћелије канцера користе разне стратегије да би елиминисале 
функцију pRb, па тако је повећан ниво експресије циклина D1 регистрован у различитим 
ћелијама хуманих тумора, а нарочито код ћелија карцинома дојке. У овим и другим 
карциномима, прекомерна експресија је постигнута повећањем броја копија гена за циклин 
D1 или алтерисањем усходних делова сигналних путева који су нормално одговорни за 
контролу експресије гена за овај циклин. Ћелије карцинома дојке блокирају експресију p16 
и њему сродног p15, који пак инхибирају циклин комплекс D-CDK4/6, који је одговоран за 
иницијацију фосфорилације pRb. У одсуству протеина p16, фосфорилација и инактивација 




инактивирају pRb (87). Губитак функције pRb чест је и  код акутне лимфобластичне 
леукемије, што потврђује Horsthemke B са сарадницима (88). Повезаност осталих чланова 
породице pRb- p107 и p130 још увијек није са мутацијама које промовишу настанак тумора 
још није јасно потврђена као и што нису описане мутације гена транскрипционих фактора 
фамилије E2F, што наводи и Bartek J у својој студији (89). 
 
 
1.3.3. Протеини контролних тачака 
Без р53, грешка у геному „ће проћи“ и таква ћелија преживљава иако су у њој акумулиране 
мутације. Повећана мутабилност повећава ниво активације онкогена и инактивације 
тумор-супресорских гена (90). Код скоро половине оваквих тумора, протеин р53 је 
измењен мутацијом гена р53 (61, 90). У  осталим туморима, недостаје протеин ARF или је 
Mdm2 прекомерно експримиран (61, 90). Други механизми, као што је учешће вирусних 
протеина могу да промјене или блокирају функцију p53 (61, 90). Тумори са мутираном 
формом p53 имају лошију прогнозу (61, 90).  
 
1.3.4. Инхибитори циклин зависних киназа у развоју антиантитуморских 
љекова 
Циклин зависне киназе (CDK), представљају породицу протеина који учествују у 
регулацији ћелијског циклуса и често су прекомерно експримиране или мутиране у 
канцерима. Посљедњих година сведоци смо развоја и испитивања бројних хемијских 
инхибитора као терапеутика против тумора. Две доминантне стратегије у дизајнирању 
инхибитора подразумевају индиректну стратегију- усмерену на модулаторе активности  
CDK и директну стратегију- усмерену на активност самих CDK (61). Индиректна 
стратегија се фокусира на  модулацију експресије CKI и других ензима који регулишу 
CDK (122). Клиничка испитивања у оквиру директне стратегије показала су да су 
инхибитори CDK4/6 релативно ефикасни, и они су сада постали стандардни третмани за 
лечење узнапредовалог карцинома дојке са позитивним статусом хормонских рецептора 
(61). Неки од директних ихибитора CDK су у стању да прођу крвну-мождану баријеру и 
могупредстављати ефикасну терапију за примарне и метастатске малигноме централног 
нервног система. Потребна су додатна клиничко-транслацијска истраживања да би се 
побољшала стратегија избора пацијената и комбинаторно лијечење инхибиторима CDK4/6  









1.4. Ћелијска смрт 
1.4.1. Апоптоза 
Kerr-a и сарадници су 1972. први пут у својој публикацији употријебили термин апоптоза 
(a-po-toe-sis). Описали су ћелијску смрт морфолошки различит од до тада познатих 
механизама (91,92). Већину сазнања о процесу апоптозе данас дугујемо истраживањима на 
нематоди Caenorhabditis elegans (93). Од 1090 новонасталих ћелија током ембриогенезе 
131 подлијеже апоптози. Од тада је апоптоза посебан облик „програмиране“ ћелијске 
смрти, а описани су и други облици програмиране ћелијске смрти (94). По мишљењу 
Norbury CJ и сарадника, апоптоза је незаобилазан процес  током развоја и старења али и 
као одбрамбени механизам (95). Апоптоза одржава број ћелија у тијелу одговарајућим. 
Значај овог процеса је да формирањем нових и елиминисањем старих ћелија, приближно 
укупни број ћелија одржи истим. Изгледа да апоптоза која је одговорна за рутинско 
одржавање равнотежног стања у тијелу, не зависи од р53. Функција р53 активира се у 
хитним случајевима у ћелијама. Током онкогенезе, организам активира р53 да елиминише 
ћелије које имају малигни потенцијал, укључујући и ћелије које садрже мутације које 
ремете регулацију раста и оне које имају  више грешака у геному. р53 покреће апоптозу 
тако што индукује експресију неколико нисходних таргет гена који кодирају компоненте- 
машинерије апоптозе. Ту спадају и гени који кодирају различите про-апоптотске протеине. 
У исто време, р53 умањује експресију гена за  анти-апоптотске протеине. р53 дјелује као 
цитостатик јер зауставља напредовање ћелијског циклуса, али и активира апоптозни 
програм и води ћелију у смрт. Који ће се механизам активирати зависи од типа стреса или 
генетског оштећења, врсте ћелије и присуства других про или анти-апоптотских сигнала. 
На биохемијском нивоу, још увек није познато како р53 одлучује између ове две опције. 
Hirsch T са сарадницима наводи да се апоптоза разликује од некрозе, а да се ова два 
механизма ћелијске смрти могу одигравати независноали  и истовремено (96).  
 
1.4.2. Морфологија апоптозе 
Током процеса апоптозе ћелија пролази кроз низ морфолошких промјена (97). Апоптоза се 
одиграва у појединачним ћелијама или у малим групама ћелија. Морфолошке 
карактеристике апоптозе су кондензовање хроматина, бубрење мембране и смањивање 
ћелије, а често и стварање мањих делова- такозвана мембранозна тијела (91). У току првих 
неколико минута, на плазма мембрани се формирају структуре које су означене као blebs; 
површина ћелије изгледа као ,,прокувана''. Нуклеаза цепа молекул DNA између 
нуклеозома и ствара карактеристичан деградациони продукт апоптозе. Једро- се згушњава 
процесом пикнозе- током којег се оно цепа у дјелове уз истовремено фрагментирање 
хромозома (121). Пре губитка интегритета плазма мембране фосфолипиди прелазе са 
унутрашње на спољашњи део плазма мембране. Ћелије макрофага фагоцитују апоптозне 
ћелије пре него што садржај умируће ћелије буде ослобођен. Препознавање се дешава због 
фосфолипида, фосфатидил-серина, који се сада налазе са спољашње стране ћелијске 
мембране. Oбично у року од сат времена, апоптозна ћелија је издељена на мале фрагменте, 
који су названи апоптозна тела и њих брзо уклањају суседне ћелије или  локални ткивни 
макрофаги, тако да не остају било какви трагови. Ова фагоцитоза путем макрофага зависи 
од присуства сигнала ,,поједи ме '' који је на површини ћелије која улази у апоптозу. 




мембране. Током апоптозе, фосфатидил серин је на спољашњој страни мембране  и њега 
препознају специјализовани анексин рецептори на површини макрофага.  Макрофаг се 
везује за апоптозну ћелију и активира фагоцитозу. Због тога апоптотско умирање ћелије не 
активира инфламацијски одговор. Savill J са сарадницима закључује да апоптозу као ни 
уклањање апоптотских ћелија не прати инфламација јер: (1) овако усмрћене ћелије не 
ослобађају свој садржај у интерстицијално ткиво; (2) брзо их фагоцитују околне ћелије 
што не даје времена да се одигра секундарна некроза (98). 
 
1.4.3. Некроза. Апоптоза vs. некроза 
Апоптоза се описује као активна, програмирана ћелијска смрт, док се некроза описује као 
пасивна, случајна ћелијска смрт која је последица оштећења ћелијске мембране праћена 
неконтролисаним ослобађањем ћелијског садржаја. Данас, термини „онкотска“ ћелијска 
смрт и онкотска некроза представљају алтернативне називе за смрт ћелије која 
подразумева бубрење, иако нису у широкој употријеби, наводе Majno G и сарадници (99). 
Питање које је често занемарено у литератури о ћелијској смрти је разлика између 
структурних и биохемијских процеса који се одвијају у ћелији која умире и сам крај смрти. 
Процес и морфологија апоптозе и некрозе се доста разликују, иако постоји преклапање, па 
исход ћелијске смрти дјелимично зависи од природе сигнала који је узрок ћелијске смрти, 
типа ткива, развојне фазе и микросредине, што потврђују бројна истраживања (100-102). 
Некроза је термин који се тренутно користи за не-апоптотску, случајну ћелијску смрт. 
Некроза је појам који користе патолози за означавање присуства мртвог ткива или ћелија и 
збир је промјена које су се догодиле у ћелијама. Некроза је процес ћелијске смрти праћен 
бубрењем ћелије, бубрењем органела и повећањем пропустљивост мембране. Процес 
некрозе у коначници исцрпљује залихе ћелијске енергије и прати га крах рада јонских 
пумпи у плазма мембрани. Може бити посљедица токсичности агенаса који ометају 
стварање АТР-а или процесе који могу проузроковати неконтролисану потрошњу енергије 
у ћелији.  
Ћелија која умире некрозом има дифузно једро и губитак структуре органела (91). Улазак 
воде у ћелију узрокује отицање и руптуру мембране. Тумори са интензивном некрозом 
имају лошију прогнозу, због убрзаног раста. Друга битна карактеристика некрозе је 
инфламација. Садржај умируће ћелије ослобађа медијаторе, DAMP,  који активирају 
инфламацијски одговор. Инфламација оштећује ткива, али покреће и систем поправке и 
пролиферације, што помаже онкогенези и експанзији тумора. Инфламација се сматра 
главном компонентом напредујуће туморогенезе. Супротно овоме, апоптотске ћелије не 
ослобађају своје ћелијске састојке у околно интерстицијално ткиво и брзо их фагоцитују 
макрофаги или сусједне нормалне ћелије те нема пратеће запаљенске реакције (98). 
Пасивна некроза се јавља када је ћелија иреверзибилно оштећена спољашњим узроцима 
или када су есенцијални процеси прекинути или блокирани. Активна некроза се односи на 
поремећаје ћелијских процеса и догађаја. У већини случајева некроза кореспондира са 
ћелиском саботажом, али постоје форме које могу да се класификују као "самоубиство''. 
Посебан облик некрозе је каспаза- независна ћелиска смрт (енгл. Caspase-independent cell 
death- CICD.  Дешава када се ћелија подвргне митохондријалној апоптози (МОМР), али је 
активност каспазе блокирана. Сматра се да је један од разлога енергетски крах ћелије 
изазван МОМР-ом. Уколико ћелија преживи CICD може допринети настанку тумора или 




Најчешћи узрок некрозе код тумора је исхемија, губитак снабдевања тумора крвљу. Први и 
главни разлог исхемије је депривација кисеоника и хранљивих материја, што се може 
карактерисати као пасивна некроза. Други главни пут исхемије је комбинација исхемије и 
реперфузије. Парадоксално реперфузија предходно исхемичног ткива резултира масивном 
некрозом. Може се класификовати као форма ћелијске саботаже и активне ћелијске смрти. 
Постоје три компоненте овог процеса, повећање интрацелуларног калцијума, продукција 
слободних радикала и поремећај митохондрија. Интрацелуларни калцијум активира 
протеазу calpain која има протеолитичко дејство и доприноси стварању ROS. Ca
++
 и ROS 
убрзавају процес некрозе кроз процес који се зове митохондријална транзициона 
пропустљивост. Стварају се ''поре'' у мембрани  чиме се нарушава градијент и убрзава 
пропадање органеле. Једна од познатих компоненти транзиционе поре је cyclophilin D. 
 
1.4.4. Механизми апоптозе  
Механизми апоптозе су веома комплексни. Постоје два главна апоптотска пута: спољашњи 
или пут рецептора смрти и унутрашњи или митохондријски пут. Међутим, сада постоје 
докази да су ова два пута повезана и да молекули једног пута могу утицати на други пут, 
што закључује и Igney FH (103). Постоји и додатни пут који који озпочињу цитотоксички 
Т-лимфоцити и убијање ћелије које не зависи од перфорина и гранзима. Перфоринско-
гранзимски пут може индуковати апоптозу преко гранзима Б или гранзима А. Спољашњи, 
унутрашњи и пут гранзима Б карактерише активација каспазе-3 и фрагментација DNA 
(121). Пут гранзима А активира апоптозу независну од каспаза (104). 
 
1.4.5. Спољашњи пут апоптозе 
Рецептори смрти су подгрупа површинских ћелијских рецептора који су чланови TNF 
суперфамилије рецептора (енгл. tumor necrosis factor receptor TNFR). Рецептор активирају 
лиганди из TNF суперфамилије (105). Рецептори смрти обухватају рецепторе TNF, TNFR1, 
TRAIL, CD95 (Fas, APO1). Активирани рецептор покреће апоптозу. Иницијаторска каспаза 
је каспаза 8 и активација платформе обухвата адаптер протеин, FADD, који се везује за 
продомен каспазе, омогућавајући формирање активног димера (105). Најједноставнији 
процес је забележен код везивања лиганда за CD95 (105). Везивање лиганда за CD95 
омогућава доступност региона који везује FADD интрацелуларно. Везивање TNF-а за свој  
рецептор омогућује везивање адапторског протеина TRADD који у даљем току процеса  
регрутује FADD и RIP, што су Ashkenazi A и сарадници показали у свом истраживању 
(105). Неколико рецептопра и повезани FADD чине каспаза актовациону активациону 
платформу, каспаза 8 активира FADD. Протеолитичка активност отклања продомен везане 
каспазе 8 и ослобађа се нови стабилизивани димер (105). Апоптоза активирана преко 
рецептора смрти може бити инхибирана протеином званим c-FLIP. c-FLIPL личи на каспазу 
8 и читав процес постаје неефикасан (106). Уколико је присутан c-FLIPL , хетеродимерна 
форма каспаза 8- c-FLIPL не активира апоптозу. Hitoshi, Y са сарадницима показује да Toso 








1.4.6. Перфорин/гранзимски пут апоптозе 
Перфорин/гранзимски пут апоптозе је пут који користе цитотоксички лимфоцити за 
елиминацију ћелија заражених вирусом и/или трансформисаних ћелија. Студије на 
анималним моделима показују да перфорин, у комбинацији са гранзимом, може изазвати 
апоптозу. Од виталног је значаја за функцију ефекторске имуности и игра незаменљиву 
улогу у индукцији апоптозе. Ефекторски лимфоцити су способни да убијају циљане ћелије 
и преко спољашњег пута апоптозе, FasL/FasR интеракције (108). 
Перфорин је протеин који формира поре и такође је познат и као токсин цитоплазматских 
гранула. Гранзими су породица структурно повезаних серинских протеаза које се чувају 
унутар цитотоксичких гранула цитотоксичких лимфоцита. Перфорин и гранзим заједнички 
индукују апоптозу циљних ћелија (109). Гранзими су неопходни за покретање апоптозе 
циљних ћелија, али зависе од тога да ли их перфорин на одговарајући начин испоручи. И 
перфорин и гранзими се вежу за површину циљне ћелије као део једног 
макромолекуларног комплекса повезаног са серглицином, што додатно смањује 
вероватноћу пасивне дифузије гранзима. 
Једном када их цитотоксички лимфоцити излуче, граними улазе у циљне ћелије. Гранзим Б 
углавном покреће активацију каспазе индиректно, а не директном обрадом каспазе. То се 
постиже: 
- разлагањем протеина на резидуама аспартата и следственом активацијом прокаспазе-10; 
- разлагањем фактора као што је инхибитор каспазом активиране DNA-зе- ICAD (енгл. 
Inhibitor of Caspase Activated DNAse) (109); 
- директним активирањем про-апоптотичних чланова из Bcl-2 породице, као што је 
агонист домена смрти Bid и индукцијом ослобађања цитохрома С (109).   
Ови процеси резултују истицањем про-апоптотичких митохондријских медијатора, као 
што је цитохром С, у цитосол. Ослобађање цитохрома С активира про каспазу- 9, а 
везивањем на фактор 1 који активира апоптотску протеазу (Apaf-1), про каспаза-9 постаје 
активна каспаза-9, која наставља да формира апоптозом и активира каспазу-3. Активирана 
каспаза-3 може цијепати специфичне супстрате и започиње фрагментацију једра. Гранзим 
В може и директно да активира каспазу-3, и митохондријски пут и директна активација 
каспазе-3 кључни су за апоптозу индуковану гранзимом В, што дискутује и Trapani JA у 
свом прегледном раду (109). Ова функција гранзима В важан је као контролни механизам 
за експанзију типа 2 помагачких Т лимфоцита  (Тh2) (109).  
Гранзим А активира каспаза независни пут апоптозе тако што индукује губитак 
потенцијала унутрашње мембране митохондрија и ослобађање реактивних врста 
кисеоника (ROS). Наиме, гранзим А активира разлагање DNA (109). Као одговор на ROS, 
SET комплекс који чине SET, Ape1, pp32 и HMG2 премешта се у једро, где гранзим А цепа 
три члана SET комплекса који су укључени у поправку DNA што резултира у 
апоптотичној деградацији DNА (109). 
 
1.4.7. Унутрашњи пут апоптозе 
Интрацелуларни сигнали, попут оштећења DNA ћелије, покрећу апоптозу првенствено 
унутрашњим путем. Властити пут апоптозе, који укључује сачуване сигналне протеине, 
физички је повезан са митохондријима, а код кичмењака је осетљив на оксидативни стрес 
митохондрија. На тај пут утичу чланови породице Bcl везани за митохондријску мембрану, 




протеини. Aпоптоза сe покреће пермеабилизацијом спољне мембране митохондрија, која 
се јавља најчешће као одговор на новонастале поре дејством Bax и Bak (проапоптотски 
чланови породице Bcl-2). Повећана пропустљивост митохондија резултира ослобађањем из 
митохондријског интермембранског простора различитих модулатора ћелијске смрти као 
што су цитохром С, фактор индукције апоптозе (AIF), ендонуклеаза G, Smac/DIABLO или 
HtrA2/Omi (110, 111), као и престанак синтезе митохондријалне ATP, инхибиција 
респираторног ланца и повећана производња реактивних кисеоничких врста (ROS). 
Smac/DIABLO и HtrA2/Omi инхибирају IAP (протеини инхибитори апоптозе; енгл. 
(inhibitors of apoptosis proteins) (113). Способност везивања за IAP није довољно за „про-
апоптотску“ активност молекула (113). Конкретно, цитохром С дјелује у интеракцији са 
фактором 1 који активира апоптотички протеазу (Apaf-1) и стимулише олигомеризацију 
Apaf-1 зависну од АТР-а у комплекс који активира каспазу познат као апоптозом (112). 
Apaf-1 затим регрутује иницијаторску проксапапазу-9 путем регрутних домена каспазе. 
Једном везана, активна каспаза-9 затим обрађује ефекторску каспазу-3 и изазива смрт 
ћелије. Апоптоза унутрашњим путем даље се дијели на облике који зависе и који не зависе 
од каспаза. AIF и ендонуклеаза G функционишу независно од каспаза, о чему и Elmore S 
говори у свом прегледном раду (121). 
Апоптоза унутрашњим путем (позната и као митохондријална апоптоза) може се 
активирати мноштвом сигнала, укључујући интрацелуларно оштећење и такозваним 
онкогеним стресом. Еукариотске ћелије имају мноштво интраћелијских сензора који 
реагују на овакве поремећаје активирањем сигналних путева за поновно успостављање 
хомеостазе и поправком оштећења, а затим, ако је оштећење ненадокнадиво, индукцијом 
апоптозе. Li, L. Y са сарадницима показује да друга група про-апоптотских протеина, AIF, 
ендонуклеазе G и CAD након уласка у једро производи фрагментацију DNA и 
кондензацију периферног нуклеарног хроматина- рана форма кондензације једра (114). 
CAD се касније транслоцира у нуклеус и покреће касну форму кондензације једра (114).  
По мишљењу многих аутора за контролу и регулацију ових догађаја у митохондријама 
одговорни су чланови Bcl-2 фамилије протеина (115). В ћелијска леукемије/лимфома 2 (B 
cell lekemia/lymphoma 2- Bcl-2) фамилија протеина чврсто контролише активацију 
унутрашњег пута апоптозе. Откриће ових протеина је повезано са хромозомском 
транслокацијом t(14;18). Транслокација измјешта Bcl-2 ген на хромозом 18 и ставља га под 
контролу транскрипционих фактора за имуноглобулинске гене. Постоје про- и анти-
апототски чланови Bcl-2 фамилије. До данас је у Bcl-2 породици гена идентификовано 
укуpно 25 гена. Протеини из једне подгрупе, укључујући Bid, Bad, Bim, Bmf, Puma и Noхa, 
садрже један Bcl-2 хомологни  домен 3 (BH3-only протеини) и дјелују про-апоптотски. Ови 
протеини могу хетеродимеризовати са Bcl-Xl или Bcl-2, неутралишући њихов заштитни 
ефекат и промовишући ћелијску смрт (118, 121). Двије друге групе протеина имају 
вишеструке BH3 домене. Прва подгрупа, укључујући Bcl-2 повезан протеин (Baх), Bcl-2 
хомологни антагонист (Bak) и Bcl-2 регулатор апоптозе (Bok), јесу про-апоптотични 
молекули; док другу подгрупу, укључујући Bcl-2, Bcl-XL и Mcl-1 чине анти-апоптотични 
молекули. Bcl-2 и Bcl-Xl инхибирају апоптозу прије свега контролисањем активације 
каспаза (118, 121). Додатни протеин означен као "Aven" наизглед се веже Bcl-Xl и Apaf-1, 
чиме се спречава активација прокаспазе-9 (118). На митохондријални пут апоптозе 
дјелимично утичу и чланови породице Bcl везани за митохондријску мембрану, 
укључујући про-апоптотичне регулаторне протеине Bak и анти-апоптотичке регулаторне 
протеине Bcl-2. Хомо-ологомеризација проапоптотских ''ефектора'' отвара поре и узрокују 




PUMA) директно интерагују са BAX и BAK узрокујући алостеичне промене и активацију 
(121). Puma и Noxa су два про-апоптотска члана Bcl2 фамилије. Liu FT и сарадници су 
показали да прекомјерну експресију Puma прати повећана експресија BAX, 
транслокацијом у митохондрије и ослобађањем цитохрома С (119). Noxa се може 
локализовати у митохондријама гдје интерреагује са анти-апоpтотским члановима Bcl-2 
фамилије, што активира каспазу-9, како су то утврдили Oda E и сарадници у свом 
истраживању (120). Тумор супресорски протеин p53 игра центрлну улогу у регулацији 
протеина породице Bcl-2 , о чему говоре и Schuler, M и сарадници (116). Сматра се да је 
главни механизам дјеловања протеина породице Bcl-2 регулисање ослобађања цитохрома 
С из митохондрија модулацијом пропустљивости митохондријске мембране (117). 
Оштећење митохондрија у Fas путу апоптозе је посредовано цијепањем Bid протеина 
каспазом-8 и примјер је „унакрсне реакције“ између спољашњег унутрашњег пута 
апоптозе (103, 114).  
 
1.4.8. Егзекуторски пут апоптозе 
Завршница апоптозе започиње активацијом ефекторских каспаза које активирају 
цитоплазматске ендонуклеазе и разграђују једарни материјал, као и протеазе које 
разграђују једарне и цитоскелетне протеине (121). Каспазе 3, 6 и 7 функционишу као 
ефектоске каспазе које разлажу различите супстрате укључујући цитокератин, 
цитоскелетни протеин плазма мембране, протеин α-тубулина потребан за успостављање 
морфологије ћелије и нуклеарни протеин NuMa, што на крају изазива морфолошке и 
биохемијске промјене које се виде у апоптотским ћелијама (121, 122).  
Бројна истраживања указују да промене на митохондијама које прате апоптозу ослобађају 
цитохром-С и Smac из митохондрија, праћеног стварањем апоптозома и активацијом 
каспаза (121). Тим процесом се регрутује и активира иницијаторска каспаза- 9, који 
наставља да активира ефекторске каспазе, нарочито каспазу- 3. Каспазну активност 
инхибира ХIAP. Активација каспазе након ослобађања цитохрома-С и Smac дешава се за 
неколико минута, међутим, тај брзи одговор знатно се успорава када је концентрација 
ХIAP у цитоплазми велика, што може бити посебно важно код карцинома јер је ХIAP 
прекомерно експримиран код великог броја тумора. 
Каспаза-3 се сматра најважнијом ефекторском каспазом и активира се било којом 
иницијаторском каспазом (каспаза-8, каспаза-9 или каспаза-10). Претходна истраживања 
показују да каспаза-3 активира CAD ендонуклеазе које су спрегнуте са својим 
инхибитором ICAD (121, 122). У апоптотским ћелијама активирана каспаза-3 одваја ICAD 
и ослобађа CAD, који пак разграђује хромозомску DNA и изазива кондензацију хроматина 
(122). Такође индукује цитоскелетну реорганизацију и дезинтеграцију ћелије у апоптска 
тјелшца која преузима фагоцит. Фагоцитоза апоптотских ћелија и фрагмената је последња 
компонента егзекуторске апоптозе. Коначно резултира поремећајем цитоскелета, 
интрацелуларним транспортом, дјељењем ћелија и преносом сигнала (121, 122). 
 
1.4.9. Физиолошка апоптоза 
Апоптоза је физиолошки значајна исто колико и митоза. Процјењује се да је за одржавање 
хомеостазе одраслог људског тијела, око 10 милијарди ћелија се сваког дана створи само 
да би се одржао баланс са онима које умиру од апоптозе (123). Сврха  апоптозе је 




мишеви којима су генетски одстрањене различите кључне компоненте апоптозне 
машинерије развијају разноврсне дефекте: вишак неурона у мозгу, абнормалности лица, 
прстију, непца и сочива. Током развоја мозга више од половине првобитно формираних 
неурона се елиминише апоптозом. Апоптоза  је важан механизам физиологије нормалних 
ткива. На пример, у танком цреву епителне ћелије се континуирано елиминишу апоптозом; 
више од 95% еритробласта се елиминише, током еритропоезе,  у костној сржи. У 
случајевима када је транспорт кисеоника смањен због крварења, анемије или ниског 
притиска кисеоника у околини, ниво еритропоетина брзо расте и блокира апоптозу 
еритробласта омогућавајући им да сазре у функционалне еритроците, што повећава 
концентрацију еритроцита у крви. Допринос апоптозе нормалној физиологији приказан је 
и регресијом ћелија млечне жлезде током одвикавања младунаца од дојења. Више од  90% 
епителних ћелија у млечној жлезди  које стварају  млеко за потомство, умиру апоптозом 
током регресије која је названа инволуција (121, 124). И нервни и имунски систем настају 
прекомјерном пролиферацијом и смрћу ћелија које не успију направити функционалну 
синаптичку везу односно продуктивне специфичне рецепторе за антиген, на шта указује и 
Renehan AG у свом раду (124). Бројне студије показују да је апоптоза такође неопходна да 
би се тијело ослободило ћелија инвадираних патогенима (121, 124). Апоптоза је такође 
неопходна да би се елиминисали активирани или аутоагресивни лимфоцити током 
сазријевања у централним лимфним органима (коштана срж и тимус) или у периферним 
ткивима (121, 124). Harman D са сарадницима показује да оксидативни стрес игра битну 
улогу у настанку апоптозе код остарелих ћелија (125).  
 
1.4.10. Патолошка апоптоза 
Скрашње студије показују да поремећаји процеса смрти ћелија представљају значајну 
компоненту потогенезе болести као што су: тумори, аутоимунски лимфопролиферативни 
синдром, AIDS, исхемија и неуродегенеративне болести као што су Паркинсонова болест, 
Алцхајмерова болест, Хунтингтонова болест, и Амиотрофична латерална склероза (121). 
Како аутори наводе, нека стања карактерише „недовољна апоптоза“, док друга 
карактерише „прекомерна апоптоза“ (121). 
Kerr JF и сарадници закључују да је тумор примјер гдје су нормални механизми регулације 
ћелијског циклуса дисфункционални, праћени прекомјерном пролиферацијом ћелија и/или 
инсуфицијентним уклањањем ћелија са грешком (126). Инхибиција апоптозе или 
отпорност ћелије на исту играју битну улогу у онкогенези (126). Постоји много начина 
којим  ћелија може инхибирати апоптозу или стећи резистенцију на апоптозу. Генерално, 
механизми помоћу којих се супримира апоптоза могу се подијелити на: 1) поремећену 
равнотежу про-апоптотичких и анти-апоптотичких протеина, 2) смањену функцију каспазе 
и 3) ослабљену сигнализацију са рецептора смрти. 
За многе протеине се наводи да показују про- или анти-апоптску активност у ћелији. У 
регулацији ћелијске смрти није важна апсолутна количина, већ однос ових про-и анти-
апоптотских протеина. Поред тога, откривено је да прекомерна или експресија одређених 
гена (отуда резултирајући регулаторни протеини) доприносе онкогенези смањујући 
апоптозу у ћелијама тумора. Када постоји поремећај у равнотежи анти-апоптотских и про-
апоптотских чланова Bcl-2 породице, резултат је дисрегулисана апоптоза у погођеним 
ћелијама. Ово може бити посљедица прекомјерне експресије једног или више анти-




апоптотских протеина као што је Bak или комбинације оба (121). Иначе, експресију и Bcl-2 
и Bak-a регулише антионкогени протеин p53 (126). Одређени облици хуманих лимфома В 
ћелија имају прекомјерну експресију Bcl-2, што је доказ да је поремећај механизама 
ћелијске смрти врло важан у процесу канцерогенезе ових тумора (126).  
Супресија апоптозе код тумора је један од механизама избјегавања имунског надзора над 
настанком и прогресијом малигно измењених ћелија (126). Неке ћелије имунског система 
(Т лимфоцити и NK ћелије) уништавају туморске ћелије активацијом апоптозе преко 
перфорин/гранзим В или преко рецептора смрти. Да би избјегле имунски систем, неке 
туморске ћелије ће инхибирати одговор преко рецеpтора смрти са FasL на Т лимфоцитима. 
Идентификовано је неколико абнормалности у сигналним путевима смрти које могу 
довјести до избегавања спољашњег пута апоптозе. Такве абнормалности укључују 
смањену експресију рецептора смрти или нарушавање функције рецептора без обзира на 
механизам или врсту оштећења, експресију нефункционалног Fas рецеpтора, секрецију 
велике количине солубилног облика Fas рецеpтора који ће везати Fas лиганд, а сви они 
доприносе смањеној сигнализацији и следственој инхибицији апоптозе (126). Смањивање 
експресије рецептора у неким студијама је назначено као механизам стечене резистенције 
на лекове. Откривено је да смањена експресија Fas рецеpтора има улогу у генези разних 
малигнома (121). Забиљежено је и да смањена експресија мембранских рецептора смрти 
игра улогу у избјегавању путева сигнализације смрти код различитих карцинома. Дакле, 
промјене различитих сигналних путева у ћелији дисрегулише апоптозу и канцерогенезу. 
Тумор супресорски ген p53 је транскрипциони фактор који контролише ћелијски циклус и 
најчешће је инактивиран ген у туморогенези (126). Давно је откривено да су се у оквиру 
група породица чешће јављали различити тумори, укључујући глиобластоме, леукемије, 
карциноме дојке, плућа и панкреаса, Wilms-ов тумор и саркоме меких ткива. Међу неким 
фамилијама (рођацима), половина чланова бива погођена неким од поменутих карцинома, 
а две трећине њих развијају неки тип канцера до 22.-ге године. Неки чланови фамилије 
имају истовремено неколико типова канцера. Познати фамилијарни канцерогени синдром, 
назван је Li-Fraumeni по хуманим генетичарима који су га открили и описали. Касније, 
1990.-те, осам година након што је први пут описан овај синдром, научници су открили да 
већина оболелих од овог синдрома има мутиран алел на хромозому 17р13-тачно где је 
лоциран р53 ген. Код 70% ових мултиканцерских фамилија, мутирани алели р53 се 
преносе поштујући Менделова правила. Чланови фамилије који су наследили мутирани 
р53 алел имају велику шансу да развију неки од облика малигнитета, у раним годинама 
живота. Старосна доб у којој се јављају ови различити малигнитети, варира: око 5 година 
за адренокортикалне карциноме, 16 година за саркоме, 25 година за туморе мозга, 37 
година за туморе дојке, и скоро 50 година за туморе плућа. Изгледа да мутирани р53 алели, 
условљавају настанак предиспозиције особе која их носи за настанак различитих облика 
малигнитета. Данас знамо да различити мутирани алели који се преносе кроз герминативне 
ћелије, у породицама са Li-Fraumeni синдромом, носе различите тачкасте мутације на р53 
обрасцу за читање (126).. Анализа ових мутација показала је предоминацију G:C према 
A:T замени на CрG местима. Последњих година, проучавањем сличних фамилијарних 
канцерских синдрома ушло се у траг другим компонентама р53 циркулаторног круга. Ген 
за p53 може бити оштећен зрачењем, различитим хемикалијама и вирусима као што је 
Хумани папилома вирус (енгл. Human papillomavirus- HPV). Такође је показано да је 
атаксија телангиектазија- мутирани ген (енгл. ataxia telangiectasia-mutated gene- ATM) 
укључен у туморогенезу преко сигналног пута АТМ/p53 (121). Један од механизама овог 




Осим описаног доприноса настанку и развоју тумора инхибиција апоптозе је одговорна и у 
развоју других болести као што је на пример аутоимунски лимфопролиферативни синдром 
(енгл. autoimmune lymphoproliferative syndrome- ALPS) (127). Аутоимунски 
лимфопролиферативни синдром је болест код које генетска оштећења у програмираној 
ћелијској смрти индукују дисбаланс хомеостазе лимфоцита и нормалне имунске 
толеранције. Оболели одове болести имају хронично увећање слезине и лимфних чворова, 
различите манифестације аутоимуности и повишење нормално ретке популације 
„двоструко негативних Т лимфоцита“. Ово се дешава када не функционише апоптоза 
аутореактивних Т лимфоцита, што је један од круцијалних услова развоја вишеструких 
аутоимунских болести (127). Неке од уобичајених болести ALPS укључују хемолитичку 
анемију, имуно-посредовану тромбоцитопенију и аутоимунску неутропенију (127). 
Различите манифестације овог поремећаја се објашњавају различитим мутацијама, па тако 
Тип 1А настаје као резултат мутације гена за домене смрти рецептора за Fas, тип 1В је 
резултат мутације у гену за Fas лиганд, а тип 2 је последица мутације гена за каспазу-10 
што смањује њену активност, што су показали Worth A и сарадници (127). 
Истраживања Li CJ и сарадника потврђују да је синдром стечене инунодефицијенције 
примјер аутоимунске болести која је резултат инфекције вирусом хумане 
имунодефицијенције (128). Овај вирус инфицира CD4
+
 Т лимфоците везивањем за CD4 
рецептор. Вирус се потом инсертује у Т-лимфоцит где HIV Tat протеин повећава 
експресију Fas рецептора, што индукује  апоптозу Т лимфоцита (121, 128). 
Алцхајмерова болест је неуродегенеративно стање за које вероватно да је последица  
мутацијаа одређених протеина као што су APP (амилоидни прекурсорски протеин, енгл. 
amyloid precursor protein) и пресенилини (121, 129). За пресенилине се сматра да су 
укључени у обраду APP до амилоида β. Ово стање је повезано одлагањем амилоида β у 
екстрацелуларним депозитима тј плакове а амилоид β се сматра се да су агрегирани 
плакови неуротоксични (121, 129). Амилоид β индукује апоптозу појачавањем 
оксидативног стреса или активирањем повећане експресије Fas лиганда у неуронима и 
ћелијама глије (121, 129). Такође може да активира микроглију, што би резултовало 
излучивањем TNFα и активацијом TNF-R1, што доводи до апоптозе, што је показано 
студијом Ethell DW и сарадника (129). 
Прекомјерна апоптоза се такође сматра важном у разним исхемијским повредама (121). 
Једна хипотеза је да штета настала исхемијом покреће апоптозу, али ако је исхемија 
продужена, настаје некроза. Ако се обнови производња енергије, као код реперфузије, 
апоптотичка каскада коју је иницирала исхемија може се наставити (121).  
 
 
1.4.11. Други облици ћелијске смрти 
Постоје докази о другим облицима неапоптотске програмиране ћелијске смрти који могу 
пружити нове увиде у програме смрти ћелије и открити њихове потенцијално јединствене 
улоге у развоју, хомеостази, неоплазији и дегенерацији (121). Други типови ћелијске смрти 
могу захтијевати активацију гена и функционишу на енергетски завистан начин, они се 
такође сматрају облицима „програмиране ћелијске смрти“.  
Постоје фенотипови налик некрози који захтијевају активацију гена и синтезу протеина па 
су, строго говорећи, облици програмиране ћелијске смрти (130). Ови облици смрти ћелија 
које имају одређене морфолошке карактеристике и некрозе и апоптозе названи су 




Формигли и сарадници индуковали су врсту ћелијске смрти која је дијелила динамичке, 
молекуларне и морфолошке особине са апоптозом и некрозом (121, 130). RIPK1  киназа 
може да промовише ову форму некрозе. Подразумева активацију друге киназе  RIPK3 која 
се везује за RIPK1, али може и независно да изазове некрозу. За сада је непознат тачан 
механизам RIPK3 активације.  RIPK1 регрутује FADD за  формирање каспаза активационе 
платформе заједно са каспазом 8 и c-FLIPL. Каспаза 8-c-FLIPL хетеродимер је активна 
протеаза али не промовише апоптозу. Ова активност игра важну улогу у ћелији тако што 
инхибира RIPK3. Једна врста терапије тумора укључује једињења која се зову Smac 
mimetics, дизајнирани да имитирају ефекат  IAP антагониста (Smac) током MOMP. Ови 
агенси циљају  ћелиске IAP (инхибитори апоптозних протеина, енгл. Inhibitors of apoptosis 
proteins) молекуле, c-IAP1 и c-IAP2. c-IAP молекули су E3 лигазе  које циљају између 
осталог и RIPK1 и RIPK3. У здравим ћелијама c-IAP смањује акумулацију ових киназа и 
спречава њихову активацију. Када је ћелија изложена Smac миметицима киназе се 
накупљају, али уколико је присутан c-FLIPL неће доћи до ћелијске смрти. Sperandio и 
сарадници (131) су описали облик програмиране ћелијске смрти која је морфолошки и 
биохемијски различита од апоптозе, названа „параптоза“. Иако овај облик смрти ћелија не 
реагује на инхибиторе каспазе или BCL-ХL, он се покреће активношћу алтернативног 





Аутофагија представља још један механизам за програмирану ћелијску смрт и игра важну 
улогу у ћелијском одговору на депривацију нутријената (121, 132). Други појмови који се 
користе као синоними су „макроаутофагија“ и „Аутофагична ћелијска смрт типа II“ (133).  
Аутофагија је начин на који ћелија сакупља интрацелуларне протеине,  цитоплазму и 
органеле и доставља их лизозомима који их разграђују и рециклирају (133).  Најзначајнија 
је макроаутофагија. Стварају се двослојне мембранске везикуле које се зову аутофагозоми 
који се спајају са лизозомима (133). Аутофагија има двојаку улогу. Може да има тумор 
супресорску улогу тако што одржава здравље ћелије, а може и да промовише настанак и 
пре свега прогресију тумора. Постоје две главне функције аутофагије. Прва је да се 
елиминише  оштећење или вишак протеина, као врста контроле квалитета протеина и 
органела. Друга улога је да разграђују и рециклирају унутарћелијске компоненте, да одржи 
метаболизам и хомеостазу у одсуству хранљивих материја, такозвана катаболичка 
функција аутофагије. Аутофагија је присутна и код нормалних ћелија. Недостатак 
аутофагије проузрокује неуродегенеративна оштећења, инфламацију и оштећење јетре, 
пропадање мишића. У неким околностима, аутофагија може бити тумор супресивна. 
Аутофагија може да омогући и опстанак туморских ћелија (и нормалне ћелије). У том 
контексту може да фаворизује настанак тумора. 
Процес аутофагије зависи и од континуиране синтезе протеина и од континуираног 
присуства ATP-а (121, 133). У нормалним условима постоји низак ново активности 
аутофагије, деградације истрошених и остарелих протеина и органела. Оштећени протеини 
додавањем полиубиквитинског протеинског ланца дају сигнал да буду препознати од 
стране аутофагозома. Јединствени систем конјугације протеина сличног убиквитину и 
комплекс протеина који усмјерава везивање мембране и фузију на лизозому или вакуоли 




селективна. Постоји више сигналних путева који контролишу прелазак са базалне на 
интензивну аутофагију. Срж ових путева је mTOR сигнални пут. Нутрицијенти активирају 
mTOR који гаси формирање аутофагозома директном фосфорилацијом комплекса 
atg1/unc-51 кинази 1 сличан (енгл. atg1/unc-51-like kinasa 1 – ULK1). Гладовање супримира 
активност mTOR, активирањем аутофагије и стварања директне повезаности између 
доступних нитрицијената, ћелијског раста и катаболизма. Настали продукти разградње 
који онда могу бити рециклирани кроз различите путеве биосинтезе, обебеђују изгладнелој 
ћелији преживљавање на одређени период. У случају канцерских ћелија, преживљавање 
им може омогућити да избегну некрозу. Услед недостатка нутритиената, неке канцерске 
ћелије „конзумирају“ две-трећине своје сопствене масе и остају вијабилне, задржавајући 
могућност да се врате на пуну величину и у стање активне пролиферације, када се једном 
нутритијенти појаве (121,133). Овај спасилачки аспект аутофагије изгледа да фаворизује 
преживљавање канцерске ћелије и раст инципијентних тумора. Функционишући на тај 
начин, овај програм поспешује формирање тумора. Штавише, кључни регулатор програма 
аутофагије, Beclin 1, познат и као Atg6, је BH3-протеин структурно сродан Bcl2 протеину 
који канцерске ћелије често продукују како би избегле апоптозу. Док Bcl2 регулише 
отварање канала у спољашњој митохондријалној мембрани, Beclin је укључен на неки 
начин у удруживање аутофагозома вероватно одвајањем делова мембране од 
ендоплазматичног ретикулума. 
Постоје нека подешавања у којима су аутофагија и апоптоза међусобно повезани што је 
увело идеју  „молекуларних прекидача“ између ова два процеса (133). Сматра се да 
митохондрије представљају централне органеле које интегрирају и апоптозу и аутофагију 
(133). Штавише, неки од истих сигнала који су укључени у апоптозу такође могу бити 
укључени у аутофагију. На примјер, и код апоптозе и код аутофагије постоји 
координирана регулација Akt (протеин киназа В) и p70S6 киназе. И други протеини који 
могу бити дио мреже која повезује два типа ћелијске смрти: DAPk, Beclin 1, BNIP3, 
HSpin1, или protymosin-α. Малигна трансформација је још једна веза између аутофагије и 
апоптозе (133). 
Чињеница да аутофагија фаворизује преживљавање ћелија канцера и тиме стимулише 
онкогенезу потврђена је  распрострањеном експресијом Beclin-1 протеина у извесним 
туморима. Рационално је да када туморске ћелије пролазе кроз трансформацију 
индуковану ras онкогеном, на пример, резултујућа промена у енергетском метаболизму 
ћелије, захтева активирање аутофагије да би се осигурало континуирано снабдевање 
нутритиентима; тиме можемо објаснити, зашто ras-дириговани тумори код којих је 
аутофагија изненада прекинута, брзо одумиру. 
Корелација између смањене аутофагије и онкогенезе је такође документована. 
Истраживања су показала да је током онкогенезе дерегулисана трансформација неколико 
протеина и путева који су повезани са аутофагном сигнализацијом што доводи до смањене 
аутофагоцитне активности. Аутофагија се такође сматра заштитним механизмом против 
апоптозе. Lemasters и сарадници (134) су примијетили да се деполаризоване митохондрије, 
карактеристике апоптозе, брзо елиминишу аутофагијом у примарним хепатоцитима. 
Уклањање оштећених митохондрија спречава ослобађање про-апоптотичних супстанци из 
митохондрија, дакле спречава апоптозу. 
У неким ћелијама и под одређеним условима морфолошке карактеристике аутофагије, 
могу се појавити прије апоптотске ћелијске смрти, што одговара раној фази апоптозе. 
Контроверза је и даље присутна, али интересовање за ово подручје аутофагне ћелијске 




основе аутофагије и њене могуће импликације у програмираној ћелијској смрти и 
трансформацији малигних ћелија. 
 
1.4.13. Атипичне ћелијске смрти 
Митотичка катастрофа  
Митотичка катастрофа је начин ћелијске смрти актуелна за вријеме или послије 
нерегулисане/неуспјешне митозе, која се карактерише морфолошким промјенама као што 
је микронуклеација (што често резултира неравномјерном дистрибуцијом хромозома и 
фрагментата хромозома између ћелија ћерки) и мултинуклеација (присуство два или више 
једра, сличне или хетерогене величине, као последица дисрегулације раздвајања током 
цитокинезе). Међутим, не постоји широки концензус о употреби овог термина (135, 136) и 
митотска катастрофа може довести или до апоптотске морфологије или некрозе (135, 136). 
Као резултат тога, NCDD препоручује употребу термина „смрт ћелија којој претходи 




Апоптоза изазвана губитком везивања за супстрат или друге ћелије назива се аноикис 
(137). Осим специфичног начина индукције, молекуларни механизми аноикис-а одговарају 
онима активираним током класичне апоптозе (137). NCCD признаје употребу овог термина 
из историјских разлога, јер је већ прилично заступљен у литератури. Међутим, биће 
потребно одредити да ли под одређеним условима други модалитети ћелијске смрти 
наступају in vivo након одвајања од других ћелија или базалне мембране, односно постоје 
ли облици аноикиса рефракторни на инхибиторе каспаза. 
 
Ексцитотоксичност 
Ово је облик ћелијске смрти која се појављује у неуронима изложеним ексцитаторним 
амино киселинама, као што су глутамат, што доводи до отварања Н-methyl-D-aspartat Ca
2+
 
пропусног канала, и цитосолног преоптерећења калцијумом и активирања леталних 
сигналних путева (138). Ексцитотоксичност има сличности са апоптозом и некрозом (у 
зависности од интензитета иницијалног стимулуса), и укључује MMP као критични 
догађај. Из тих разлога, и због присутности заједничких регулатора као што је сам азотни 
оксид (139) ексцитотоксичност се не може сматрати  засебном врстом ћелијске смрти. 
 
Параптоза 
Овај термин је првобитно уведен да би се описао облик програмиране ћелијске смрти 
морфолошки и биохемијски различит из апоптозе (140). У више типова ћелија, параптоза 
је изазвана експресијом рецептора I за фактор раста сличан инсулину, и повезана је са 
екстензивном цитоплазматском вакуолизацијом и бубрењем митохондрија, али без икаквог 
другог морфолошког знака апоптозе (140). Манифестације параптозе се не могу 
спријечити инхибиторима каспаза, нити прекомјерном експресијом анти-апоптотичних 
Bcl-2 протеина (140) и наизглед је резултат сигналне каскаде која укључује специфичне 
чланове фамилије митоген-активиране протеин киназе (140). Тренутно је још увијек 







Пироптоза је први пут описана у макрофагима инфицираним са Salmonella tiphimurium. 
(141). Укључује апикалну активацију каспазе-1, протеазе која је углавном позната као 
ензим који конвертује и активира интерлеукин1b (IL-1b). Активација каспазе-1 помоћу S. 
tiphimurium (и других патогена као што су Pseudomonas aeruginosa и Shigella flexneri) 
остварује се кроз Ipaf (142-144) NLP протеин повезан са Apaf-1 (145). Насупрот, пироптоза 
индукована леталним токсином Bacillus anthracis-а  не захтијева Ipaf и укључује други 
NLR протеин. Осим тога, макрофаги третирани липополисахаридом (било у присуству или 
у одсуству ATP) улазе у пироптозу посредовану адапторним протеином ASC, који заједно 
са каспазом-1 формира супрамолекуларни цитоплазматски комплекс, такође познат као 
„пироптозом“ (146). Дакле, различити путеви активације каспазе-1 индукују пироптозу. 
Како овај облик смрти ћелије карактерише ослоbађање IL-1b (који је један од главних 
цитокина или пирогена који изазивају грозницу) и IL-18, пироптоза може играти значајну 





2. Циљ истраживања 
 
Основни циљ овог истраживања је структурна и биохемијска анализа и испитивање 
потенцијалног антитуморског ефекта новосинтетисаних комплекса цинка са дериватима 
тиосалицилне киселине: [Zn(S-alil-thiosal)2] - C22H22O4S2Zn (C1) и [Zn(S-izobuten-thiosal)2]- 
- C22H22O4S2Zn (C2). 
 
У складу са основним циљем постављени су сљедећи експериментални задаци: 
1. Одредити састав награђених једињења на основу резултата елементалне 
микроанализе. 
2. Претпоставити сруктуру добијених комплексних једињења на основу инфрацрвене 
и нуклеарно-магнетно-резонанционе спектроскопије. 
3. Испитати интеракцију новосинтетисаних комплекса са CT-DNA. 
4. Испитати потенцијалну цитотоксичку активност комплекса на мишјим ћелијским 
линијама колоректаног карцинома (CT26), меланома (B16F1) и мезенхималних 
матичних ћелија (mMSCs). 
5. Одредити релативни однос некротске и апоптотске смрти туморских ћелија 
изазване испитиваним супстанцама. 







3. Материјал и методе 
 
3.1. Продукција лиганада 
SADTА (алкенил= пропенил-(L1) и изобутенил-(L2)) синтетисани су реакцијом 
тиосалицилне киселине и одговарајућих алкенил халогенида у алкалном раствору вода-
етанол (149).  
SADTА (алкенил= пропенил-(L1) и изобутенил-(L2)) су добијени реакцијом алкиловања 
према претходно описаној стандардизованој методи (150).  
 
3.2. Поступак продукције комплекса 
 
3.2.1. Продукција комплекса цинка(II) и SADTА, [Zn(S- propenyl -thiosal)2] (C1) 
Поступак синтезе комплекса је урађен по претходно описаној стандардизованој методи 
(156). Принос реакције: 0,22 g (61%). [Zn(S- propenyl -thiosal)2] = ZnC20H18O4S2·2,5 H2O (Mr 




): 3402s, 2924w, 1591s, 1554s, 1518s, 1506m, 1388s, 1281w, 1044w, 940w, 
831w, 744m, 717w, 708m.  
1
H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 3,40 (d, 4H, CH2), 5,01-5,11 (m, 4H, CH2),  6,01 (m, 
2H, CH), 7,39-8,31 (m, 8H, Ar).
  
13
C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 23,2 (CH2), 118,1 (CH2), 133,3 (CH), 125,5, 126,4, 




3.2.2. Продукција комплекса цинка(II) са S-изобутенил дериватом 
тиосалицилне киселине, [Zn(S-isobutenyl-thiosal)4] (C2) 
Поступак синтезе комплекса је урађен по претходно описаној стандардизованој методи 
(156). Принос реакције: 0,23 g (59%).  
[Zn(S-isobutenyl-thiosal)4] = ZnC22H22O4S2·2,5 H2O (Mr = 524,958). Израчунато: C, 50,33%; 
H, 5,18%; S, 12,22%. Нађено: C, 50,89%; H, 5,11%; S, 11,51%.  
IR (KBr, cm
-1
): 3437m, 3075w, 2918w, 1600s, 1581s, 1552m, 1459m, 1437m, 1405s, 1281w, 
1258w, 1063w, 1044w, 896w, 743m, 696m, 655w.
  
1
H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 1,85 (s, 6H, CH3), 3,50 (s, 4H, CH2), 4,80-4,98 (m, 
4H, CH2) 7,15-7,90 (m, 8H, Ar).
  
13
C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 22,7 (CH3), 40,0 (CH2), 114,0 (CH2), 124,5, 125,4, 















3.3. Анализе и мјерења 
 
3.3.1. Елементална микроанализа 
Елементалну микроанализу (С, Н, S) спровели су истраживаћи са Катедре органске хемије 
на Хемијском факултету Београдског Универзитета. Све анализе су урађене на машини 
Vario III.  
 
3.3.2. Инфрацрвена спектроскопија 
На спектрофотометру Perkin-Elmer Природно-математичког факултета снимљени су 
инфрацрвени спектри једињења, коришћењем KBr технике.  
 
3.3.3. Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија 
Помоћу спектрофотометра Varian Gemini-200 Природно-математичког факултета 




C) добијених једињења. Као 
растварач користили смо D2O. Хемијска помјерања су су приказана према триметилсилану 
(TMS). 
 
3.3.4. Спектроскопске студије апсорпције 
Интеракција цинк(II) комплекса са CT-DNА проучавана је UV-Vis спектрофотометријски  
користећи апарат на 310K. Низ раствора припремљен је мијешањем раствора комплекса са 
одређеном концентрацијом (8 μМ) и инкрементима основног раствора DNA (2,63 mМ). 
 
 
3.3.5. Флуoресцентна мјерења 
Мјерења флуоресцентним гашењем спроведена су како би се утврдило да ли ови 
комплекси могу да премјесте EB из DNА-EB комплекса. DNА-EB раствор је првобитно 
припремљен мијешањем 21 μМ EB и 21 μМ CT-DNA у 0.01 М PBS-у (pH=7,4). 
Флуоресцентно гашење DNА-EB испитано је након додавања одређене количине раствора 
комплекса у раствор DNА-EB. Интензитет флуоресцентности измјерен је користећи RF-
1501 PC спектрофлуорометру (Shimadzu, Japan) са емисијом таласне дужине од 611 nm и 
ексцитација таласне дужине на 527nm. Сваки од система је промућкан и инкубиран на 
собној температури. Емисија је такође снимљена у опсегу 550-750 nm. 
 
3.3.6. Припрема раствора испитиваних комплекса 
Комплекси цинка(II), C1и C2, њихови пролиганди L1 и L2, цисплатина и оксалиплатина су 
прво измјерени, растворени у диметил-сулфоксиду (DMSO, енг. dimethyl sulfoxide) у 
концентрацији од 40 mM и филтрирани кроз филтере са промјером пора од 0,22 mm. 
Након тога смо испитивана једињења разблажили у комплетном медијуму, тако да 
финална концентрација диметил-суплфоксида мања од 0,5% (v/v). Прављене су серије 
разблажења у концентрацијама од 1,5 μM, 3,125 μM, 6,25 μM, 12,5 μM, 25 μM, 50 μM, 100 




искључиво на дан експеримента, како би се избјегла евентуална промјена хемијске 
природе тестираних једињења. Контролној популацији нетретираних ћелија је додаван 
медијум са истом концентрацијом диметил-сулфоксида као код ћелија третираним 
максималном концентрацијом испитиваних супстанци, јер је ту концентрација диметил-
сулфоксида била највећа. Бланкови су били бунари којима нису додаване ћелије ни 
медијум. 
 
3.4. Ћелијске културе 
У студији смо испитали дејство комплекса цинка(II), C1и C2, њихових пролиганда L1 и L2, 
цисплатине и оксалиплатине на два типа туморских ћелија: CT26 (ћелије мишјег 
карцинома колона), B16F1 (ћелије мишјег меланома) и један тип здравих ћелија mMSC 
(мишје мезенхималне матичне ћелије). Све ћелије су купљене од „American Type Cell 
Collection“ (ATCC, Manassas, VA, USA). Ћелије су култивисане у комплетном медијуму 
који је прављен на следећи начин: DMEM (Sigma, Germany), коме је додат  фетални говеђи 
серум (10%) (Sigma, Germany), 1% пеницилин-стрептомицина  (Penicillin-Streptomycin, 
P4333, Sigma Aldrich, Germany) и 1% неесенцијалних аминокиселина (MEM Non-essential 
Amino Acid Solution (100×), М7145, Sigma Aldrich, Germany). Ћелије су гајене у инкубатору 
у фласковима од 25 cm
3
 на апсолутној влажности и са 5% СО2 на температури од 37ºС. 
Свака 2-3 дана су ћелије расијаване у друге фласкове, тако да су одржаване у 
експоненцијалној фази раста са конфлуентношћу фласкова мањом од 90%. За подизање 
ћелија је коришћен трипсин који је припреман по препоруци произвођача (Sigma, 
Germany).  
 
3.5. МТТ тест 
МТТ тест је тест који се користи за испитивање вијабилности ћелија. Основни принцип 
овог теста је заснован на својству вијабилних, односно живих ћелија да редукују жуту со 
тетразолијум-бромида (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолијум бромид), у 
једињење љубичасте боје, формазан (151). Наиме, живе ћелије садрже ензиме NAD(P)H- 
зависне оксидоредуктазе које имају ту способност, тако да што имамо већи број живих 
ћелија у неком раствору, то ће бити већи интензитет љубичасте боје раствора након 
одређеног периода инкубације. Конкретно, у сваки бунар плоче од 96 бунара је засијавано 
по 100 µl суспензије која садржи 3x10
3
 ћелија које су биле у експонецијалној фази раста. 
Након 24 сата, ћелије би се залијепиле за дно микротитар плоче, па су тада третиране 
различитим концентрацијама (1,5 µМ, 3,125 µМ, 6,25 µМ, 12,5 µМ, 25 µМ, 50 µМ, 100 µМ 
и 200 µМ)  испитиваних комплекса цинка(II), C1и C2, њихових пролиганда L1 и L2, 
цисплатине и оксалиплатине. Свака концентрација тестираних супстанци је испитивана у 
трипликату и у три независна експеримента. После третмана од 24, 48 и 72 часа и 
туморских и здравих ћелија, из сваког бунара је вађен супернатант и по 200 µl раствора 
соли тетразолијум-бромида у медијуму (0,5 mg/ml) је додавано. Након 2-3 сата инкубације, 
поново смо вадили супернатант из сваког бунара и додавали по 150 µl диметил-
сулфоксида, да би се растворили кристали љубичастог формазана. Потом смо мјерили 
интензитет љубичасте боје у сваком бунару на елиза-читачу (Zenyth 3100, Anthos Labtec 
Instruments) очитавањем апсорбанце на 595 nm. Проценат вијабилних ћелија смо рачунали 




просјечном вриједношћу апсорбанце која је измјерена у бунарима нетретираних ћелија и 
тако добијен однос смо множили са 100.  
 
%вијабилних ћелија = ((апсорбанца третираних ћелија-бланк)/(апсорбанца нетретираних 
ћелија-бланк))*100 
 
%цитотоксичности једињења=100-%вијабилних ћелија 
 
Сви резултати цитотоксичности су приказани графички као аритметичка средина 
цитотоксичности испитиваних супстанци из сва три поновљена експеримента и 
трипликата ± стандардна девијација (SD). Вриједност која редукује вијабилност 
третираних ћелија за 50% (IC50 вредност) је израчуната у Microsoft Office Excel-у 2010, 
преко једначине зависности вијабилности третираних ћелија од концентрације испитиване 
супстанце. Такође смо рачунали индексе селективности тестираних супстанци као однос 
IC50 вриједности неке супстанце на здравој ћелијској линији (mMSC) и IC50 вриједности те 
супстанце на туморској ћелијској линији (CT26 или B16F1).  
 
3.6. Испитивање доминантног типа ћелијске смрти проточном цитометријом 
Доминантан тип ћелијске смрти који је индукован тестираним супстанцама је испитан 
методом проточне цитометрије и коришћењем Annexin V/PI бојења по препоруци 
произвођача (Annexin V–fluorescein isothiocyanate (FITC)/propidium iodide (PI) Apoptosis Kit, 
BD Biosciences). Наиме, коришћене су двије боје, Annexin V која се везује за остатке 
фосфатидил-серина и једна вијабилна боја, пропидијум-јодид (PI). Код вијабилних ћелија 
које нису почеле да улазе у процес апоптозе, остаци фосфатидил-серина су окренути ка 
унутрашњој страни ћелијске мембране, тако да не долази до везивања Annexin-а V за 
остатке фосфатидил-серина. Приликом започињања процеса апоптозе, долази до извртања 
дјелова ћелијске мембране на спољашњу страну, тако да се за ћелије које се налазе у некој 
од фаза апоптозе, било ране или касне, везује Annexin V.  Такве ћелије се на резултатима 
проточне цитометрије групишу као Annexin V позитивне ћелије. Са друге стране, PI је боја 
која се везује за једро и боја која не пролази ћелијску и друге мембране, тако да су ћелије 
које су на резултатима проточне цитометрије PI позитивне, заправо ћелије којима је 
компромитован интегритет ћелијске мембране. Такве ћелије се налазе или у касној фази 
апоптозе или су некротичне. Сматра се да су Annexin V (-)/ PI (-) ћелије вијабилне, Annexin 
V (+)/ PI (-) ћелије у раној фази апоптозе, Annexin V (+)/ PI (+) ћелије у касној фази 
апоптозе а да су некротичне ћелије Annexin V (-)/ PI (+).  
У плоче од 24 бунара је додавано по 1 ml суспензије ћелија која садржи 10
6
 ћелија/ml 
комплетног медијума. Након 24 часа извађен је медијум, а додат је 1 ml медијума који 
садржи тестиране супстанце у концентрацији која одговара претходно израчунатим IC50  
вриједностима. Свака супстанца је тестирана у трипликату и у три независна 
експеримента. Контролну популацију су чиниле ћелије којима је додаван комплетан 
медијум са истом концентрацијом диметил-сулфоксида као код третираних ћелија. Након 
24 часа, ћелије су подигнуте трипсином, три пута „опране‟ у PBS-у (енг. Phosphate Buffer 
Saline, фосфатни пуфер) и растворене у 100 µl везујућег пуфера (енг. binding buffer). Потом 
смо додавали по 10 µl Annexin-V-FITC-a и 20 µl PI-а, инкубирали ћелије 15 минута на 
собној температури у мраку, додали по још 400 µl везујућег пуфера по узорку, 




Biosciences, San Jose, USA)). Анализирано је најмање 15000 догађаја по узорку. Резултати 
су обрађени коришћењем софтвера FlowJo vX.0.7.    
 
3.7. Анализа ћелијског циклуса проточном цитометријом 
Сљедећи корак је испитивање потенцијалних ефеката комплекса цинка(II), C1 и C2 и 
цисплатине на ћелијски циклус туморских ћелија. Жељели смо да утврдимо да ли долази 
до промјене динамике ћелијског циклуса третираних туморских ћелија у односу на 
туморске ћелије које нијесу биле изложене дејству испитиваних једињења. 
Експерименталну групу ћелија су чиниле ћелије које су третиране концентрацијама 
једињења које одговарају њиховим IC50 вредностима, а контролну групу су чиниле 
нетретиране ћелије. Ћелије су засијаване у фласкове од 25 cm
3
. Након третмана 
концентрацијама једињења које одговарају њиховим IC50 вриједностима, ћелије су 
инкубиране још 24 часа, потом су трипсинизоване („подигнуте‟), избројане и три пута 
„опране‟ у PBS-у. У сваку епрувету је онда додато по 1 µl Vybrant® DyeCycleTM Ruby stain 
(Thermo Fisher Scientifc, Inc.), а узорци су анализирани на FACS Calibur проточном 
цитометру. Анализирано је најмање 15000 догађаја по узорку. Резултати су обрађени 
коришћењем софтвера FlowJo vX.0.7. 
  
3.8. Статистичка анализа 
Дистрибуција добијених података процијењена је за нормалност коришћењем Shapiro-Wilk 
теста. Вриједности МТТ тестова су представљене као аритметичка средина ± стандардна 
девијација (SD). Резултати релативног односа апоптотичних, некротичних и вијабилних 
ћелија су представљени као репрезентативни „dot-plot“-ови, односно „тачкасти дијаграми“ 
као и стубичасти дијаграми са аритметичким срединама и стандардним девијацијама 
добијених вриједности. Резултати ћелијског циклуса су такође представљени као 
аритметичка средина ± стандардна девијација (SD). Сви експерименти су изведени у 
трипликату и три одвојена понављања. За статистичку анализу коришћена је комерцијална 
SPSS верзија 20.0 за Windows. Статистичка процјена је изведена Студентовим т-тестом, 
или једносмерна ANOVA зависно од дистрибуције података. P вредности мање од 0,05 







4.1. Синтеза и карактеризација ново синтетисаних комплекса Zn(II)   
SADTА, гдје су R = алкенил (L1) или изобутенил (L2) настали контактом тиосалицилне 
киселине и одговарајућег алкил-халогенида у алкалном раствору и уз смјешу растварача 
вода-етанол (Графикон 3). 
 
 
Графикон 3. Поступак продукције SADTА. (R = пропенил (L1) или изобутенил (L2)) 
 
 
Одговарајући комеплскси цинка (II) добијени су директном реакцијом ZnCl2 и  
деривата тиосалицилне киселине (молски однос 1:2) и уз додатак еквимоларне количине 







Графикон 4. Поступак продукције комплекса цинка(II) са SADTА; R = пропенил (C1) или 
изобутенил (C2).  
 
 
Инфрацрвени спектар комплекса снимљен је како би се одредио начин координовања 
лиганда (Графикон 5 и 6). Очекује се бидетантна координација (S, О) ових лиганда. У IR 
спектрима слободних пролиганда (269), примијећене су асиметричне вибрације 
карбоксилних група на релативно ниским вриједностима (од 1700 до 1750 cm
-1
), што се 




комплекса (Табела 1) потврђује депротоновање карбоксилних група. Разлика између 
асиметричног (1600 за (C2) и 1591 за (C1) cm
-1
) и симетричног простирања СОО
-
 (1405 за 
(C2) и 1388 за (C1) cm
-1
) (Δν = 195 (C2) и 203(C1) cm
-1
) вибрација за комплекесе указује на 
карбоксилат координациони модалитет. У овом случају посматрана Δν вриједност већа од 
200 cm
-1 
указује на монодентну везу карбоксилата (152, 153). IR спектри комплекса такође 
су показали широке траке на 3437 (C2) и 3402 (C1) cm
-1 







Графикон 5. Инфрацрвени спектар комплекса цинка(II) са SADTА 
 
 








































































































Једињење -S-R  C = O (st) -COOH (sym, st) COO
-
 (st) 
S-propenil-tiosal (L1) 702 (m) 1680 (s) 1415 (s)  
[Zn(S-propenyl-thiosal)2] (C1) 708 (m) 1591 (s)  1388 (s) 
S-izobutenil-tiosal (L2) 702 (m) 1676 (s) 1412 (s)  
[Zn (S-izobutenil-tiosal) 2] (C2) 696 (m) 1600 (s)  1405 (s) 
*






C NMR спектрима, хемијска помјерања водоникових и угљеникових атома  
слободних S -алкенил деривата тиосалицилне киселине уочени су на скоро идентичним 
мјестима у као и у спектрима комплекса цинка(II). Нумерисање атома угљеника бочног 
ланца лиганда приказано је на Графикону 7. Незнатне разлике у хемијским помјерањима 
атома угљеника карбоксилне групе атома DTА и одговарајућих комплекса Zn(II) указују да 









Графикон 7. Нумерисање присзтних атома у оквиру молекула лиганда L1 и L2 



































































































































На основу резултата елементалне микроанализе,  IR и NMR спектроскопије SADTА и 
одговарајућих комплекса Zn(II), закључујемо да су лиганди бидетантно координовани за 
јон Zn(II) као што се може видјети на Графикону 4.  
 
 
4.2. Спектроскопске студије апсорпције 
Једна од најчешће употребљаваних метода за описивање везивања комплекса метала са 
DNK је UV-Vis спектроскопија. Комплекси прелазних метала могу се везати за молекул 
DNK путем и ковалентних (нпр, гуанин N7 DNK може замијенити лабилни лиганд 
комплекса) и/или нековалентних (интеркалацијско, електростатично или везивање на 
жљеб) интеракција (154).  Интензитет апсорпције комплекса у присуству DNK може се 
смањити (хипохромизам) или повећати (хиперхромизам) уз благо повећање апсорпције 
таласне дужине (батохромизам). Спектар апсорпције оба Zn(II) комплекса приказан је на 
Графикону 8, док је спектар апсорпције комплекса C1 у присуству и одсуству CT-DNK 



















































Графикон 8. Спектри апсорбције комплекса цинка C1 и C2 у0.01 M PBS (pH=7.4), [Zn-






Графикон 9. Спектар апсорпције комплекса C1 у 0.01 М PBS (pH = 7.4) након додавања 
CT-DNА. [Zn-комплекс] = 8 × 10
-6 
М, [DNA] = (0 – 2.96) × 10
-5 
М. Стрелица приказује 
промјену апсорпције након повећања концентрације DNA. Дијаграм [DNA]/(εА-εф) vs 







Графикон 10. Спектар апсорпције комплекса C2 у 0.01 М PBS (pH = 7.4) након додавања 
CT-DNА. [Zn-комплекс] = 8 × 10
-6 
М, [DNA] = (0 – 2.96) × 10
-5 
М. Стрелица приказује 
промјену апсорпције након повећања концентрације DNA. Дијаграм [DNA]/(εА-εф) vs 
[DNA]. Црна линија представља спектар комплекса у одсуству CT-DNА. 
 
Прогресивно додавање CT-DNА раствору комплекса C1 резултирало је хиперхромским 
ефектом уз појаву новог максимума на 262 nm, као што се види на Графикону 9. 
Понашање комплекса C2 било је прилично слично (Графикон 10). Хиперхромски ефекат и 
померање максимума указује да постоји интеракција  између оба испитивана комплекса и 
CT-DNA. 
 
Константе везивања Kb (M
-1
) за комплекс израчунате су да би се процијенила јачина ових 
интеракција. Вриједности Kb (M
-1
) за комплекс израчунат једначином  [DNA]/(εA – εf) = 
[DNA]/(εb – εf) + 1/[Kb(εb– εf)]  ([DNA] концентрација DNA док је εA= Aobsd/[комплекс], εf  
је екстинциони коефицијент некординованог комплекса и εb је екстинциони коефицијент 
кординованог комплеса). Добијене вредности за Kb константу  су  (7,84 ± 0,07) × 10
3 
и (1,1 
± 0,1) × 10
4 







C1 (7,84 ± 0,07) × 10
3 
C2 (1,1 ± 0,1) × 10
4 
Табела 3. Добијене константе за интеракцију DNA (Kb) за оба комплекса цинка  
 
Поређења ради, вриједност Kb за класични интеркалатор етидиум бромид (ЕB) је  




 (155). Стога ови комплекси имају слабије интеракције са DNA него 
етидиум бромид (ЕB). Међутим, посматране Kb вриједности сличне су онима недавно 




тиосалицилне киселине (156). Поређењем вриједности Kb за C1 са одговарајућим Zn (II) 
комплексом са алфатичним (пропил) дериватом тиосалицилне киселине, може се видјети 
да се код алкенил групе афинитет ка везивању полако смањује.    
 
Етидиум бромид је класични интеркалатор који даје значајну флуоресценцију када се дода 
DNA. ЕB флуоресцентност изазвана интеракцијом са DNA може се смањити додавањем 
комплекса метала који може замијенити ЕB из његовог DNA –ЕB комплекса (157). Степен 
интеракције комплекса и DNA израчунава се према формули: I0/I = 1+ Ksv[Q]. I0 и I 
представљају интензитете емисије са и без комплекса, [Q] је укупна концентрација 
комплекса а Ksv је Stern Volmer константа.                                                                                                         
 
 
На графиконима 11 и 12 представљена је зависност интензитета емисије ЕB везаног за 
DNA у одсуству и присуству комплекса у функцији таласне дужине за комплекс C1 и C2.. 
Значајно смањење интензитета емисије на 611 nm указује на конкурентну реакцију измешу 
испитиваних комплекса и између ЕB за везивање за DNA. Ови резултати указују на то да 
оба Zn(II) комплекса могу да уклоне  ЕB из DNA-EB комплекса (158, 159).
 
Графикон 11. Емисиони спектри  ЕB (21 μМ) повезаног са DNA (21 μМ) уз различите 
концентрације комплекса C1; [комплекс C1] = 0 – 73,5 µM; λex = 527 nm. Стрелица 
показује интензитет промјене након повећања концентрације комплекса.: Зависност I0/I од 
концентрације [Q] (Q = комплекс) где су са (●) означене експериментално добијене тачке, 





Графикон 12. Емисиони спектри ЕБ (B21 μМ) повезаног са DNA (21 μМ) уз различите 
концентрације комплекса C2; [комплекс C2] = 0 – 73.5 µM; λex = 527 nm. Стрелица показује 
интензитет промјене након повећања концентрације комплекса.: Зависност I0/I од 
концентрације [Q] (Q = комплекс) где су са (●) означене експериментално добијене тачке, 
а пуне линије представљају линеарну зависност. 
 
Спектар флуоресцентне титрације анализиран је на основу Стерн-Волмер дијаграма за 
флуоресцентну титрацију ЕB- DNA са испитиваним комплексима (Графикон 11 и 12). 
Стерн-Волмер константе (Ksv) израчунате су из нагиба дијаграма  I0/I наспрам [Q] и имају 
вриједности (2,56 ± 0,01) × 10
3




 за комплекс C1 и C2 (Табела 4). 
Оба комплекса показала су умерене вриједности Стерн-Волмерове константе, што ће рећи 
да могу ефикасно да замијене ЕB из DNA-ЕB комплекса. Комплекс C2 показује већу 





C1 (2,56 ± 0,01) × 10
3 
C2 (4,031 ± 0,006) × 10
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4.3. Биолошка активност комплекса цинка(II) са S-алкенил дериватима 
тиосалицилне киселине 
4.3.1. Цитотоксични ефекти комплекса цинка(II) са S-алкенил дериватима 
тиосалицилне киселине 
Антиканцерски ефекат комплекса цинка (II) са SADTА ([Zn(S-propenyl-thiosal)2] (C1)) и 
комплекса цинка(II) са S-изобутенил-дериватом  тиосалицилне киселине ([Zn(S-isobutenyl-
thiosal)2] (C2)) и њихових одговарајућих лиганада испитивана је на малигним мишјим 
ћелијама колоректалног карцинома (CT26) и меланома (B16F1). 
На Графикону 13 и 14 показана је осјетљивост малигних ћелија на токсично дејство 
испитиваних комплекса цинка.  Јасно се уочава да је остварени цитотоксични ефекат C1 и 
C2 комплекса цинка(II) дозно зависан. 
 Након излагања ћелија мишјег карцинома колона (CT26) испитиваним комплексима у 
временском периоду од 24 часа, цитотоксични потенцијал C1 и C2 комплекса је 
приближно једнак (Графикон 13). Међутим, продужавањем инкубационог периода (48 и 72 
часа) јасно се уочава снажнији цитотоксични потенцијал комплекса C2 у односу на 
комплекс C1 у концентрацијма од 100µМ и мањим. Поредећи забиљежене токсичне ефекте 
комплекса цинка(II) на CT26 малигним ћелијама са референтним цитостатицима на бази 
метала – цисплатином и оксалиплатином- уочава се да су остварени ефекти C1 и C2 
комплекса слабији. Међутим, цитотоксични ефекат испитиваних комплекса у највећим 
концентрацијима (200µМ) већи је од ефекта оствареног након третмана референтним 
цитостатицима. Овај ефект примијећен је након 24 часовне инкубације а задржава се кроз 
вријеме. 
На Графикону 14 уочава се да испитивани комплекс цинка (II) C2 у већој мјери повећава 
број мртвих ћелија меланома миша (B16F1) у поређењу са комплексом C1. Овај феномен је 
забиљежен у свим испитиваним концентрацијама комплекса и то након инкубационог 
периода од 24 часа и 48 часова. Након изглагања B16F1 ћелија новоиспитиваним 
комплексима у току инкубационог периода од 72 часа- разлика у цитотоксичном ефекту 
комплекса C2 и C1 се губи, и њихов цитотоксични ефекат постаје приближно једнак 
(Графикон 14). Поређењем оствареног антитуморског ефекта испитиваних комплекса 
цинка са референтним цитостатицима јасно се види да је цитотоксичност комплекса мања 
у концентрацијама од 100µМ и мањим. Међутим, у највећој испитиваној концентрацији 
цитотоксичност оба новоиспитивана комплекса цинка(II) је већа или приближна оној која 
је остварена након излагања ћелија мишјег меланома цисплатини или окасалиплатини. 
Након инкубационог периода од 24 часа и 48 часова комплекс C2 у концентрацији од 







Графикон 13. Комплекси цинка са SADTА редукују вијабилност CT26 ћелија на дозно 
зависан начин. Цитотксични ефекат комплекса цинка(II) са Sпропенил- SADTА ([Zn(S- 
propenyl-thiosal)2] (C1)), комплекса цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-
thiosal)2] (C2)), цисплатине (CDDP) и оксалиплатине (L-OHP) одређен је МТТ тестом 
након излагања CT26 ћелија испитиваним супстанцама у временском интервалу од 24, 48 и 
72 сата. Сви експерименти рађени су у трипликату, а резултати оствареног цитотоксичног 

































































































Графикон 14. Дозно зависни цитотоксични ефекат комплекса цинка са SADTА на 
линији ћелија мишјег меланома B16F1. Цитотксични ефекат комплекса цинка(II) са S-
пропенил-дериватом  тиосалицилне киселине([Zn(S- propenyl-thiosal)2] (C1)), комплекса 
цинка(II) са S-изобутенил-дериватом  тиосалицилне киселине ([Zn(S-isobutenyl-thiosal)2] 
(C2)), цисплатине (CDDP) и оксалиплатине (L-OHP) одређен је МТТ тестом након 
излагања B16F1 ћелија испитиваним супстанцама у временском интервалу од 24, 48 и 72 
сата. Сви експерименти рађени су у трипликату, а резултати оствареног цитотоксичног 






























































































Графикон 15. Цитотоксични ефекат одговарајућих лиганада - S-алкенил деривата 
тиосалицилне киселине на линији ћелија мишјег карцинома колона CT26. 
Цитотксични ефекат S-пропенил-деривата  тиосалицилне киселине (L1) и S-изобутенил-
дериватa  тиосалицилне киселине (L2) одређен је МТТ тестом након излагања CT26 ћелија 
испитиваним супстанцама у временском интервалу од 24, 48 и 72 сата. Сви експерименти 
рађени су у трипликату, а резултати оствареног цитотоксичног ефекта приказани су као 

































































































Графикон 16. Цитотоксични ефекат одговарајућих лиганада - S-алкенил деривата 
тиосалицилне киселине на линији ћелија мишјег меланома B16F1. Цитотксични 
ефекат S-пропенил-деривата  тиосалицилне киселине (L1) и S-изобутенил-дериватa  
тиосалицилне киселине (L2) одређен је МТТ тестом након излагања B16F1 ћелија 
испитиваним супстанцама у временском интервалу од 24, 48 и 72 сата. Сви експерименти 
рађени су у трипликату, а резултати оствареног цитотоксичног ефекта приказани су као 



































































































Поред цитотоксичног ефекта испитиваних комплекса цинка (II), у наредним 
експериментима испитан је токсични ефекат њихових одговарајућих лиганада S-алкенил-
деривата тиосалицилне киселине и S-изобутенил-дериватa тиосалицилне киселине (L1 и 
L2) на ћелијским линијама мишјег карцинома колона и меланома (Графикон 15 и 16). 
Уочава се да лиганди самостално посједују слабу цитотоксичну активност. У случају 
третираних CT26 ћелија у три различита времена инкубације у присуству лиганада L1 и L2 
може се уочити да лиганди показују слаб цитотоксички капацитет који је дозно зависан 
(Графикон 15). Као и у случају одговарајућих комплекса цинка(II), лиганд L2 редукује 
вијабилност CT26 ћелија у већој мјери него лиганд L1. Максимални остварени ефекат 
уочава се након инкубационог периода од 72 часа у присуству L2 лиганда који редукује 
вијабилност ћелија мишјег карцинома колона за око 35%. Међутим, интересантно је да на 
ћелијској линији мишјег меланома  B16F1 редукација вијабилности која је остварена након 
третирања одговарајућим лигандима није дозно зависна и значајно је мања од оне која је 
остварена на ћелијама мишјег карцинома колона. Максимални остварени ефекат је око 
14% мртвих B16F1 ћелија након инкубационог периода од 72 часа. На Фигури 4 се јасно 
уочава да лиганди повећавају проценат мртвих B16F1 ћелија у концентрацијском рангу од 
3,125µМ до 100µМ, док токсични ефекат изостаје при најмањим и највећим 
концентрацијама, осим у случају лиганда  L2 који након 72 часа у концентрацији од 






Цитотоксични ефекат испитиваних комплекса цинка(II) и њихових одговарајућих лиганада  
на мезенхималним матичним ћелијама одређен је МТТ тестом (Графикон 17). Јасно се 
уочава да деривати тиосалицилне киселине (L1 и L2) самостално драстично не редукују 
вијабилност MSC ћелија. Очекивано, остварени цитотоксични ефекат референтних 
цитостатика на бази метала је дозно зависан и подједнак ефектима које ови лекови 
остварују на малигним ћелијским линијама. На Графикону 17 се јасно уочава да комплекс 
цинка(II) C2 редукује вијабилност MSC ћелија на дозно зависан начин и овај ефекат је 
приближно једнак цитотоксичном ефекту референтних једињења, цисплатине и 
оксалиплатине, у концентрацијама од 100µМ и већим. Овакав резултат указује на то да 
комплекс цинка(II) C2 показује већу цитотоксичну активност али мању селективност па би 
његова примјена највјероватније била праћена већим бројем нежељених дејстава. 
Насупрот томе комплекс цинка(II) C1 у мањој мјери редукује вијабилност MSC ћелија у 
поређењу са комплексим цинка(II) C2 као и у поређењу са референтним цитотоксичним 
љековима на бази метала (Графикон 17). Јасно се уочава да чак и у највећим 
концентрацијама комплекс цинка(II) C1 редукује вијабилност MSC ћелија за мање од 50%, 
док је у истим условима уочено смањење вијабилности малигних ћелија од чак 100% 
(Графикон 13 и 14). Овакав резултат указује да је комплекс цинка(II) C1 високо селективан 
према малигним ћелијама па би његова системска примјена могла бити праћена мањом 
учесталошћу нежељених дејстава. 
 
 
Графикон 17. Токсични ефекат комплекса цинка са SADTА на мезенхималним 
матичним ћелијама. Цитотксични ефекат комплекса цинка(II) са пропенил- SADTА 
([Zn(S- propenyl-thiosal)2] (C1)), комплекса цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-
isobutenyl-thiosal)2] (C2)), цисплатине (CDDP), оксалиплатине (L-OHP), S-пропенил-
деривата тиосалицилне киселине (L1) и S-изобутенил-дериватa  тиосалицилне киселине 
(L2)  одређен је МТТ тестом након излагања мезенхималних матичних ћелија 




































су у трипликату, а резултати оствареног цитотоксичног ефекта приказани су као средња 
вриједност±стандардна девијација.   
 
Затим су на основу резултата МТТ теста одређене IC50 вриједности (Табела 5). У случају 
третираних CT26 и B16F1 ћелија комплексом C1 цинка(II) уочава се скромна 
цитотоксична активност након 72 часа инкубације што се огледа у IC50 вриједностима 
(92,9µМ и 99,6µМ) које су веће 6 до 8 пута него IC50 вриједности забељежене за 
цисплатину и окаслиплатину при истим условима.  Увидом у IC50 вриједности  које су 
добијене за овај комплекс након различитих времена инкубације уочава се цитотоксични 
ефекат који у мањој мјери временски зависан. Такође комплекс  C1 показује врло низак 
токсични ефекат на мезенхималним матичним ћелијама што се огледа у IC50 вриједности 
која је већа од 200µМ. Скроман временски зависан цитотоксични ефекат уочен је и 
поређењем IC50 вриједности  комплекса цинка(II) C2. Испитвани комплекс цинка(II) C2 
значајно редукује вијабилност ћелија мишјег карцинома колона и меланома након 
инкубационог периода од 72 часа што се огледа у репрезентативним  IC50 вриједностима 
од 81,9µМ и 98,6µМ. Међутим, остварени токсични ефекат је и дање 5 до 8 пута мањи у 
поређењу са оним који је забиљежен за цисплатину и оксалиплатину у истим условима. 
Интересанто је да комплекс цинка(II) C2 под истим условима значајно редукује 
вијабилност мезенхималних матичних ћелија што се огледа у забиљеженој IC50 
вриједности од 22,9µМ. Иако је цитотоксични ефекат комплекса C2 у свим временским 
тренуцима и на свим ћелијским линијама бољи од ефекта забиљеженог након третмана 
комплексом C1, висока токсичност на мезенхималним матичним ћелијама указује на мању 
селективност овог једињења што би могло бити праћено већим бројем нежељених дејства. 
 
 
Табела 5. IC50 вриједности комплекса цинка(II) са пропенил- SADTА ([Zn(S- propenyl-
thiosal)2] (C1)), комплекса цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-thiosal)2] 
(C2)), одговарајућих лиганада (L1 и L2) цисплатине (CDDP) и оксалиплатине (L-OHP) 





IC50 (24h) IC50 (48h) IC50 (72h) IC50 (24h) IC50 (48h) IC50 (72h) IC50 (72h)
C1 127,3 ± 7,2 101,9 ± 8,9 92,9 ± 7,9 > 200 147,2 ± 11,9 99,6 ± 8,9 > 200
C2 119,2 ± 9,6 85,8 ± 11,3 81,9 ± 8,6 161,9 ± 9,6 108,6 ± 11,3 98,6 ± 8,4 22,9 ± 1,7
CDDP 61,2 ± 7,8 24,5 ± 4,3 11,8 ± 3,1 148 ± 7,2 45,5 ± 7 15 ± 4,2 1,8 ± 0,9
L-OHP 59,1 ± 4,8 19,8 ± 4,7 15 ± 2,9 > 200 > 200 17,4 ± 3,7 2,1 ± 1
L1 >200 >200 >200 >200 >200 >200 >200




одговарајућих ћелија за  50% одређене су на основу резултата МТТ теста. Резултати су 
приказани као средња вриједност±стандардна девијација. 
 
 
У наредним експериментима додатно је потврђена селективност комплекса цинка(II) 
(Табела 6). Селективност је приказана кроз индекс селективности који је изначунат 
поређењем IC50 вриједности осварених за мезенхималне матичне ћелије и одговарајућу 
линију малигних ћелија. Највећа селктивност према туморским ћелијама карцинома 
колона и меланома забиљежена је за комплекс цинка(II) C1 након инкубационог периода 
од 72 часа са индексом селективности од 2,15µМ±0,2µМ односно 2,00µМ±0,17µМ (Табела 
6). Комплекс цинка(II) C2 показао је значајно мању селективност у односу на комплекс C1 
према туморским ћелијама карцинома колона и меланома, 0,27µМ±0,03µМ односно 
0,23µМ±0,03µМ након 72 часа. И један и други испитивани комплекс показују бољу 
селективност у односу на референтне цитотостатике на бази метала (Табела 6).  Иако је 
директни цитотоксични ефекат комплекса цинка(II) C1 значајно слабији у односу на 
комплекс C2 и референтне цитостатике на бази метала, овај комплекс показује највећу 




Табела 6. Индекси селективности комплекса цинка(II) са пропенил- SADTА ([Zn(S- 
propenyl-thiosal)2] (C1)), комплекса цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-
thiosal)2] (C2)), цисплатине (CDDP) и оксалиплатине (L-OHP). Индекси су израчунати на 
основу односа претходно добијених IC50 вриједности  за различите ћелијске линије. 






IC50 (mMSCs) / IC50 (туморске ћелије)
CT26 B16F1
C1 >2,15 ± 0,2 >2 ± 0,17
C2 0,27 ± 0,03 0,23 ± 0,03
CDDP 0,15 ± 0,07 0,12 ± 0,09




4.4. Утицај комплекса цинка(II) са SADTА на апоптозу туморских ћелија  
Сљедећи циљ је био да се испита на који начин комплекси цинка(II) са S-алкенил 
дериватима тиосалицилне киселине остварују претходно утврђен директан цитотоксични 
ефекат. У ту сврху сви наредни експерименти спроведени су на мишјим ћелијама 
меланома (B16F1).  
Као што је познато већина цитотоксичних љекова који се користе у пракси има 
споспобност да индукује апоптозу, што је најчешће само један од механизама којима ови 
љекови остварују своје дејство, детерминација способносити  комплекса цинка(II) са 
SADTА у индукцији апоптозе је била сљедећи циљ овог истраживања. Након излагања 
туморских ћелија меланома миша испитиваним C1 и C2 комплексима цинка(II) или 
цисплатини у одговарајућим IC50 концентрацијама, ћелије су обиљежене анексином и 
пропидијум јодидом и испитивана је заступљеност ћелија у фазама апоптозе.  
 
Фигура 18. Комплекси цинка са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине 
повећавају проценат ћелија у раним фазама апоптозе. Заступљеност B16F1 ћелија у 
различитим фазама апоптозе анализирана је проточном цитометријом. Након што су 
B16F1 ћелије третиране комплексом цинка(II) са пропенил- SADTА ([Zn(S- propenyl-
thiosal)2] (C1)), комплексом цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-thiosal)2] 
(C2)) и цисплатином (CDDP) у концентрацијама које одговарају израчунатим IC50 
вриједностима, ћелије су обиљежене Annexin-ом V и PI. Сви експерименти рађени су у 
трипликату, а резултати оствареног ефекта приказани су као средња вредност±стандардна 






















ћелије у касној фази апоптозе




На Графикону 18 се јасно уочава да комплекси цинка(II), као и цисплатина, повећавају 
проценат B16F1 ћелија у раним фазама апоптозе. Насупрот томе, највећи проценат 
малигних ћелија у касној фази апоптозе забиљежен је након третмана цисплатином.  
Такође највећи проценат некротичних ћелија, 1,77%, забиљежен је након третмана 
цисплатином. Регистује се да је C1 комплекс цинка(II) индуковао повећање процентуалне 
заступљености ћелија у раној апоптози у поређењу са нетретираним ћелијама и то око 3 
пута, 7,67% наспрам 2,53%. Међутим, третман овим комплексом није мијењао проценат 
малигних ћелија касне апоптозе у поређењу са нетретираним ћелијама (13,05% наспрам 
14,65%). Други испитивани комплекс цинка(II) C2 такође је индуковао повећање процента 
малигних ћелија у раним фазама апоптозе у односу на нетретиране ћелије и то око 3,7 пута 
(Графикон 18 и 19). Остварени ефекат комплекса C2 био је приближно исти оствареном 
ефекту цисплатине на заступљеност ћелија у раним фазама апоптозе. Такође у поређењу са 
нетретираним ћелијама благо повећање процента малигних ћелија у касној фази апоптозе 
забиљежено је након третмана комплексом C2 међутим ово повећање није достигло 
статистичку значајност а било је говото дупло мање у поређењу са ефектом који је 
забиљежен након третмана цисплатином.  
 
Графикон 19. Репрезентативни дот плотови B16F1 туморских ћелија после 24. 
часовног излагања комплексу цинка(II) са пропенил- SADTА ([Zn(S- propenyl-thiosal)2] 
(C1)), комплексу цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-thiosal)2] (C2)) и 
цисплатини (CDDP). 
Комплекси цинка(II) са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине индукују апоптозу 
мишјих ћелија меланома са незнатним порастом процента некротичних ћелија. 





4.5. Комплекси цинка(II) са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине индукују 
застој ћелијског циклуса у G2 фази 
Заустављање ћелијског циклуса је од важности у антитуморској одбрани сходно томе да 
малигне ћелије неплански пролиферишу. С циљем да се подобније испита механизам 
цитотоксичног капацитета комплекса цинка(II) са SADTА детерминисан је профил 
ћелијског циклуса након излагања ћелија меланома миша испитиваним комплексима или 
цисплатини. Малигне ћелије излагане су испитиваним једињењима у временском 
интервалу од 24 часа у концентрацијама које одговару претходно детерминисаним IC50 
вредностима.  
На Графикону 20 јасно се уочава да комплекси цинка(II) са SADTА индукују застој 
ћелијског циклуса у G2 фази слично као и цисплатина. Након излагања малигних ћелија 
комплексу цинка(II) C1 проценат ћелија у G2 фази је дуплиран у односу на нетретиране 
ћелије (48,43% наспрам 22,75%), што је праћено смањењем процента ћелија у G1 и S фази 
ћелијског циклуса. Такође, комплекс цинка(II) C2 повећава проценат ћелија у G2 фази за 
око 2,6 пута у односу на нетретиране ћелије (58,4% наспрам 22,75%). Ово повећање је 
слично ономе које остварује цисплатина али је такође знатно веће у односу на повећање 
забиљежено након излагања ћелија комплексу C1. 
Комплекси цинка(II) са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине индукују 





Графикон 20. Комплекси цинка са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине 
индукују заустављање ћелијског циклуса у G2 фази. Заступљеност B16F1 ћелија у 
различитим фазама ћелијског циклуса анализирана је проточном цитометријом након што 






























thiosal)2] (C1)), комплексом цинка(II) са изобутенил- SADTА ([Zn(S-isobutenyl-thiosal)2] 
(C2)) и цисплатином (CDDP) у концентрацијама које одговарају израчунатим IC50 
вредностима. Сви експерименти рађени су у трипликату, а резултати оствареног ефекта 








У овој студији испитивана је хемијска карактеризација и цитотоксични потенцијал два 
нова комплекса цинка (II) са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине.  




C NMR спектроскопија и описана 
бидентатни начин координовања лиганада за јон цинка(II).  
У даљем истраживању, цитотоксична активност комплекса поређена је са оксалиплатином 
и цисплатином и анализирана је на двије различите туморске ћелијске линије: мишји 
карцином дебелог цријева (CT26) и мишји меланом (B16F1), док су не-туморске мишје 
мезенхимске матичне ћелије (мmMSCs) коришћене као контрола. Оба комплекса показала 
су умјерену активност против ћелија мишјег рака дебелог црева и меланома. Смањење 
вијабилности ћелија меланома је изазвано задржавањем ћелије у G2 фази ћелијског 
циклуса и апоптозом. Цинк (II) комплекс са S-алкенил тиосалицилном киселином, иако 
има значајно слабији цитотоксични ефекат на туморске ћелије него оксалиплатина и 







Малигне неоплазме представљају водећи узрок смрти у развијеним земљама (160). 
Истраживања су показала да је само у 2018. години дијагностиковано око осамнаест 
милиона новообољелих од различитих типова малигних неоплазми, а чак девет милиона 
смртних случајева је забиљежено широм свијета (161). Сматра се да главну улогу у 
настанку малигнитета има оштећење молекула DNA, односно промјене у секвенцама DNA 
молекула.  
Из тог разлога недвосмислено се сматра да су малигнитети генетске болести, која настају 
услед синергистичког дејства више фактора као што су активација онкогена, дисфункиција 
тумор супресор гена или утицај спољног фактора (162). Такође, сматра се да кључну улогу 
у спречавању настанка малигне пролиферације ћелија има одговарајућа, односно правилна 
сигнализација процеса апоптозе. Малигно измијењене ћелије користе различите 
„стратегије“ како би избјегле програмирану ћелијску смрт, апоптозу. Услед тога мијења се 
експресија, локализација и активност регулаторних молекула у малигно трансформисаној 
ћелији који су одговорни за физиолошко одвијање процеса апоптозе или ћелијског циклуса 
(163). 
У терапији различитих типова малигнитета се, поред хируршке и зрачне терапије користе 
и љекови цитостатици, а њихова главна улога јe да спречавају пролиферацију и 
умножавање и дисеминацију малигно измијењених ћелија (164). Мећутим, након 
дуготрајне примјене цитостатика, често се јављају нежељена дејства ових љекова која 
настају као посљедица дејства цитостатика на здраве, малигно неизмијењене ћелије, а 
могућа је и појава резистанције тумора на примијењену терапију (165). Сматра се да 
пацијенти који у терапији малигнитета користе комплексе платине, као што су цисплатин, 
карбоплатин и оксалплатин могу имати велики број нежељених ефеката који укључују 
нефротоксичност, ототоксичност, кардиотоксичност, мијелосупресију, повраћање, 
анорексију, алопецију и друге (166).  
Из тих разлога, главни циљ актуелних истраживања у терапији малигнитета представља 
проналажење нових антитуморских агенаса који могу селективније и ефикасније дјеловати 
на туморске ћелије, уз мање нежељених ефеката (167).  
 
 
5.1. Хемијска карактеризација 
Спроведене анализе су нам дале увид у начин коордниновања слободних SADTА за 
централни јон метала у испитиваним комплексима цинка (II). Анализе су показале 
асиметричну валенциону вибрацију испитиваних комплекса, која потиче од карбоксилних 
група SADTА координованих за централни јон цинка. IR анализе су показале додатне 
траке у области ≈ 3400 cm
-1





C NMR спектри су са још већом сигурношћу потврдили  структуру 
комплекса и позиције слободних тиосалицилних пролиганада. Подаци из инфрацрвених 
спектара нису омогућили целокупну анализу структуре комплекса цинка (II) са SADTА. За 






5.2. Интеракција комплекса цинк (II) са SADTА и DNA  
Једна од најчешће коришћених метода за карактеризацију везивања комплекса метала са 
DNA је UV-Vis спектроскопија. Генерално, комплекси прелазних метала могу везати DNA 
преко ковалентне и/или нековалентне интеракције. Прогресивно додавање CT-DNA 
раствору комплекса С1 праћено је значајним хиперхромним ефектом формирањем новог 
апсорпционог максимума  на 262 nm. Резултати комплекса C2 били су прилично слични. 
Резултати показују интензивну интеракцију нових комплекса и CT-DNA спољашњим 
контактима. Вероватно су у питању водоничне везе и електростатичке интеракције. 
Константе везивања Kb (М
-1
) за комплексе су израчунати да би се процијенила јачина ових 
интеракција. Прерачунате вриједности Kb (М
-1
) за комплексе су (7.84 ± 0.07) × 10
3
 и (1.1 ± 
0.1) × 10
4
 за комплекс С1 и С2. Поређења ради, вриједност Kb (М
-1
)  за класични 




 (168). Дакле, ови комплекси 
су слабије повезани него ЕВ са DNA. Ипак, добијене Kb вриједности су сличне онима 
објављеним недавно за неке сличне комплексе метала са S-алкил дериватима 
тиосалицилне киселина (171).  
 
5.3. Испитивање in vitro актиканцерског ефекта комплекса цинка(II) са SADTА 
У проналажењу ефикаснијих и селективнијих цитотоксичних агенаса први корак 
представља испитивање ефекта на ћелије карцинома, in vitro. 
Ипитивана су два цинк(II) комплекса са SADTА као и њихових комплементарних лиганада 
на вијабилност туморских ћелија мишјег карцинома колона CT26 и мишјег меланома 
B16F1. Такође, испитиван је цитотоскични ефекат ових комплекса и лиганада на мишје 
мезенхималне матичне ћелије mMSCs.  
Карцином колона представља трећи најчешће дијагностиковани карцином и један је од 
водећих узрока смрти у свету (169), па смо из тог разлога прво испитивали цитотоксични 
ефекат комплекса цинка(II) и одговарајућих лиганада на ћелије мишјег карцинома колона 
CT26. Такође, због своје клиничке примјене у терапији карцинома колона испитиван је 
цитотоксични ефекат цисплатине и оксалплатине на CT26 ћелије. У нашем истраживању 
резултати су показали да примјена новосинтетисаних цинк(II) комплекса C1 и C2 као и 
примјена цисплатине и окслаплатине статистички значајно смањује вијабилност ћелија 
карцинома колона CT26 у односу на вијабилност нетретираних ћелија након 24, 48 и 72 
часа култивације. Такође резултати су недвосмислено показали да одговарајући лиганд  L1 
и лиганд L2 показују незнатни  цитотоксични ефекат у сва три временска интервала (24, 48 
и 72 часа).  
Концентрација комплекса C1  потребна да смањи вијабилност CT26 ћелија за 50% (IC50) је 
након 24 часа износила 127,3 ± 7,2 µМ, након 48 часова 101,9 ± 8,9µМ и након 72 часа 92,9 
±7,9 µМ. IC50 вриједности израчунате за комплекс С2 после 24, 48 и 72 часа су 119,2 ± 
9,6µМ, 85,8 ± 11,3µМ и 81,9 ± 8,6µМ, а IC50 цисплатине за исту ћелијску линију су 61,2 ± 
7,8µМ 24,5 ± 4,3µМ и 11,8 ± 3,1µМ. IC50 вриједности окслаплатине израчунате за CT26 
ћелије је након 24 часа 59,1 ± 4,8µМ, након 48 часова 19.8 ± 4.7µМ и након 72 часа 15 ± 
2.9µМ. IC50 вриједности лиганада L1 и L2 за CT26 ћелије након 24, 48 и 72 часа биле су 
>200 µМ.  
На основу приказаних IC50 вриједности и добијених резултата можемо закључити да је за 




цитотоксичког ефекта на CT26 ћелије; комплекс C1 је испољио умјерени цитотоксични 
ефекат на CT26  ћелије. Потребна је 8x већа концентрација комплекса C1 у односу на 
цисплатину и око 6x већа концентрација комплеса C1 у односу на оксалиплатину да би се 
смањила вијабилност CT26  ћелија за 50% након 72 часа инкубације.  
Резултати показују да дужа инкубација комплекса C2 резултује већом цитотоксичношћу на 
CT26 ћелије. Такође, показано је да комплекс C2 испољава умјерени цитотоксични ефекат 
на CT26 ћелије. IC50 вриједност након 72 сата забележена за комплекс С2 је 7x мања ако се 
пореди са цисплатином и 5x мања ако се пореди са оксалплатином. 
Приказани резултати показују да су добијене сличне IC50 вриједности за комплексе C1 и 
C2.  
Хемиотерапеутици у клиничкој примјени  цисплатина и оксалиплатина са повећањем 
периода инкубације имају већи цитотксични ефекат на CT26 ћелије, односно цисплатина и 
оксалиплатина су статистички значајно смањили вијабилност туморских ћелија у сва три 
временска интервала.  
На основу приказаних IC50 вриједности и добијених резултата можемо закључити да су 
цисплатина и оксалиплатина показали снажнији цитотоксични ефекат на CT26 ћелије у 
односу на новосинтетисане комплексе цинка са S-алкенил дериватима тиосалицилне 
киселине C1 и C2. 
Цитотоксични ефекат новосинтетисаних цинк (II) комплекса у нашем истраживању је 
испитиван и на ћелијама мишјег малигног меланома B16F1. Показано је да примјена 
новосинтетисаних комплекса C1 и C2 статистички значајно смањује вијабилност B16F1 
ћелија након 24, 48 и 72 часа култивације. Истраживање је показало да IC50 вриједности за 
комплексе C1 и C2 након 24 часа култивације износе >200µМ и 161,9 ± 9,6µМ. Такође, 
након 48 часова инкубације IC50 вриједности за комплексе C1 и C2 износе 147,2 ± 11,9µМ 
и 108,6 ± 11,3µМ, а након 72 часа култивације B16F1 ћелија, IC50 вриједности  за 
комплексе С1 и С2 износе 99,6 ± 8,9µМ и 98,6 ± 8,4µМ. Концетрација цисплатине која је 
потребна да смањи вијабилност B16F1 ћелија за 50% је после 24, 48 и 72 часа износила  
148 ± 7,2µМ, 45,5 ± 7µМ и 15 ± 4,2µМ. Након 24, 48 и72 часа култивације, концентрација 
оксалплатине која је потребна да смањи вијабилност B16F1 ћелија за 50% износила је 
>200µМ, >200µМ и 17,4 ± 3,7µМ. Концентрација лиганада L1 и L2 која је потребна да 
смањи вијабилност B16F1 ћелија за 50% је у сва три временска интервала (24, 48 и72 часа 
култивације) износила >200µМ. 
Након 72 часа инкубације комплекс C1 као и комплекс C2 су испољили умјерени 
цитотксични ефекат на B16F1 ћелије. Резултати показују да је потребна око 7 пута већа 
концентрација комплекса C1 и C2 у односу на цисплатину и оксаплатину након 72 часа 
инкубације да би дошло до смањења вијабилности за 50% B16F1 ћелија. Из овога можемо 
јасно и недвосмислено закључити да су цисплатина и оксалиплатина показали снажан 
цитотоксични ефекат на B16F1 ћелије као и да након 72 часа инкубације IC50 вриједности 
за цисплатину и оксалплатину су приближно исте. Као и на ћелијској линији CT26, 
испитивани лиганди L1 и L2 су испољили незнатни цитотксични ефеката на B16F1 ћелије 
у сва три временска интервала. 
Сматра се да једна од најважнијих карактеристика сваког испитиваног потенцијалног 
хемиотерапеутика селективност, односно испитавана супстанца мора да посједује 
незнатни или врло слаб цитотоксични ефекат према малигно неизмијењеним ћелијама 
здравог ткива. Стога је у нашем истраживању испитиван цитотксични ефекат комплекса 
C1 и C2 и на малигно неизмијењеним ћелијама, на ћелијској линији мишије мезенхималне 




Резултати нашег истраживања показују да након 72 часа инкубације mMSCs ћелија, IC50 
вриједност за комплекс C1 износи >200µМ, док за за комплекс C2 након 72 часа 
инкубације IC50 вриједност износи 22,9 ± 1,7µМ. Концентрације цисплатине и 
оксалплатине које су смањивале вијабилност mMSCs за 50% су износиле 1.8 ± 0.9µМ и 2.1 
± 1µМ. Израчунате IC50 вриједности за лиганде L1 и L2 након 72 часа инкубације износе 
>200µМ. 
На основу приказаних IC50 вриједности можемо закључити да је комплекс цинка C1 
испољио врло слаб цитоксични ефекат у односу на остале испитиване супстанце. 
Резултати јасно показују да је потребна око 100x већа концентрација комплекса C1 у 
односу на цисплатину и оксалплатину и око 10x већа концентрација комплекса C1 у 
односу на комплекс C2 да би се вијабилност mMSCs ћелија смањила за 50% након 72 часа 
култивације. Такође, из наведеног можемо закључити да су комплекс C2, цисплатина и 
оксалплатина испољили веома снажан цитотоксични ефекат на mMSCs ћелије. Као и 
комплекс C1, такође и испитивани лиганди L1 и L2 испољили су веома слаб, прецизније 
незнатни цитотоксични ефекат на на mMSCs ћелије након 72 часа култивације. 
Чињеница да су лиганди испољили слаб цитотоксични ефекат на испитиване туморске 
ћелије нам показује да су атоми цинка, који су саставни дио комплекса, заправо главни 
носиоци биолошке активности наших комплекса. С друге стране, пошто постоји разлика у 
цитотоксичности једног и другог комплекса на истом типу туморских ћелија, та разлика је 
највјероватније посљедица различитих физичко-хемијских карактеристика лиганада. 
Прецизније, разлика у хемијској структури лиганада утиче на растворљивост, а тиме и 
транспорт комплекса кроз мембране туморских ћелија и интеракције са кључним 
молекулима у ћелији који су одговорни за њено функционисање. 
Уопштено говорећи, комплекси метала су веома актуелни у данашњим истраживањима 
антитуморских агенаса, па стога и не чуди што је велики број других аутора такође 
испитивао антитуморско дејство комплекса цинка, додуше другачије хемијске структуре у 
односу на наше комплексе. Иако је и код ових аутора, као у у нашем истраживању, цинк 
носилац биолошке активности комплексâ, извјесне разлике у биолошкој активности ипак 
постоје.  
Sergio и коаутори су 2018. године испитали цитотоксичност два комлекса цинка(II) (у раду 
обиљежени као комплекс 4 и комплекс 5) на CT26 ћелије. Након 24 часа IC50 вриједности 
за комплекс 4 и комплекс 5 износиле су 0,5 ± 0,1 µM односно 2.3 ± 0.6 µM. Такође, 
показано је да након третмана ови комлекси индукују повећану продукцију реактивних 
кисеоничних врста код CT26 ћелија. У поређењу са нашим резултатима, комплекси 4 и 5 
су показали знатно снажнији цитотоксични ефекат у односу на комплексе цинка C1 и C2, 
али ефекат комплекса 4 и 5 није испитиван на малигно неизмијењеним ћелијама (170). 
Још једно истраживање, истраживање Silconi и сарадника је показало да су цинк(II) 
комплекси (сличне структуре као комплекси С1 и С2) sa S-алкил дериватима тиосалицилне 
киселине обиљежени C6-C10 испољили снажан цитотксични ефекат на мишје леукемијске 
ћелије BCL1, хумане леукемијске ћлије JVM-13, мишије ћелије карцинома дојке 4Т1 и 
хумане ћелије карцинома дојке MDA-MB-468. Ефекат на ћелијске линије CT26 и B16F1 
није испитиван, као ни ефекат на малигно неизмијењеним ћелијама (171).  
У оба претходно наведена истраживања комплекси цинка, на први поглед, дјелују 
ефикасније на туморске ћелије у односу на наше комплексе. Интересантно је да ни у 
једном ни у другом истраживању није испитан ефекат комплекса на некој популацији 




С друге стране у свом истраживању, Lopes и сарадници су показали да новосинтетисани 
цинк(II) комплекси, комплекси 1 и 2 показују велику селективност када је у питању 
цитотоксични ефекат ових комплекса. Наиме,  комплекс 1 и 2 су показали незнатни 
цитотоксични ефекат на хумане фибробласте, док су снажан цитоксични ефекат испољили 
на серији туморских ћелија (HepG2, HeLa, MDA-MB-231, K-562, DU 145) (172). Резултати 
истраживања Lopes-а и сарадника су у потпуности у складу са резултатима нашег 
истраживања, гдје смо такође показали да комплекси цинка дјелују селективно 
цитотоксично на туморске ћелије.  
Даља анализа комплекса цинка са S-алкенил дериватима тиосалицилне киселине 
подразумијева поређење са ефектима комплекса сличне хемијске структуре, али који у 
својој структури садрже неки други метал. Томовић и коаутори су 2016. године испитали 
цитотоксичност два бакар(II) комплекса са SADTА, односно то су комплекси сличне 
структуре као C1 и С2. Испитивање вијабилности је показало да лиганди и бакар(II)-
комплекси имају цитотоксички ефекат према ћелијама малигног тумотра дебелог цријева 
човјека. Комплекси бакра(II) су показали мању цитотоксичност у односу на цисплатину. 
Међутим, веће концентрације имале су сличан ефекат као цисплатина. Цитотоксични 
ефекат комплекса бакра(II) није испитиван на малигно неизмијењеним ћелијама (173). 
Из наведених радова као и нашег истраживања можемо закључити да комплекси цинка са 
различитим лигандима показају велику селективност, односно испољавају снажнији 
цитотоксични ефекат на различитим малигно измијењеним ћелијама (хуманог и мишијег 
поријекла), док знатно слабији ефекат показују на здравим ћелијама (матичне ћелије и 
фибробласти). Управо је та селективност и највећа предност наших комплекса у односу на 
цитотоксичност неких других комплекса. Јер чак иако дјелују мање токсично на туморске 
ћелије у односу на комплексе неких других аутора, наши комплекси дефинитивно више 
„штеде“, односно слабије дјелују на здраве ћелије. То касније може да представља њихову 
кључну предност у односу на друге хемиотерапеутике, јер се очекује, на основу резултата 
које смо добили, да наши комплекси имају мање нежељених дејстава у односу на 
циплатину и оксалиплатину. Ипак, ове претпоставке тек треба да се докажу у неким 
будућим in vivo и клиничким студијама. 
In vitro студијe цититоксичности указују на потенцијал антиканцерских љекова комплекса 
цинка(II), уз даље истраживање механизма антитуморске активности ових комплекса. 
 
5.4. Анализа апоптозе туморских ћелија након третмана комплекса цинка(II) са 
SADTА 
Раст и диференцијација туморских ћелија није под „контролом“ механизама који постоје у 
малигно неизмијењеним ћелијама. Неке малигно измијењене ћелије карактерише брзо 
размножавање, а неке споро размножавање и избјегавање процеса програмиране ћелијске 
смрти. Из наведеног можемо закључити да се поједине туморске ћелије не дијеле брже од 
малигно неизмијењених ћелија, већ је значајније да њихов раст и пролиферацију не 
контролишу регулаторни процеси (174). Апоптоза је програмирана ћелијска смрт, али је са 
друге стране потребно нагласити да је и за сам процес канцерогенезе врло битна 
инактивација анти-апоптотског система. Стога је, настанак „резистенције“ туморских 
ћелија на процес пограмиране ћелијске смрти, апоптозе, један од кључних фактора за 
настанак малигнитета (174, 175).   
Управо из тог разлога смо жељели да утврдимо да ли смањење B16F1 ћелија након 




часа настаје индукцијом процеса апоптозе. Наша истраживања су недвосмислено показала 
да је третман комплексом C1 (IC50 вриједност), након 24 часа, доминантно смањио 
вијабилност B16F1 туморских ћелија индукцијом ране апотозе. Такође, комплекс C2 као и 
цисплатина су доминантно смањивали вијабилност B16F1 туморских ћелија идукцијом 
ране апоптозе.  
Слични резултати су приказани у истраживању, где су Gao и сарадници такође показали да 
комплекс цинк(II) означен као комплекс C3 индукује процес апотпозе у ћелијама хуманог 
карцинома дојке MCF7 (176). Zhang и сарадници су 2018. године у свом истраживању 
испитивали којим механизмом два новосинтетисана цинк(II)комплекса доводе до 
статистички значајног смањења вијабилности ћелија хуманог поријекла хепатоцелуларног 
карцинома BEL-7404. Резлутати су недвосмислено показали да је доминантан тип ћелијске 
смрти индукција процеса апоптозе (177). Liu и коаутори су потврдили да новосинтетисани 
цинк(II) комплекс индукује процес апоптозе у ћелијама хуманог карцинома дојке MCF7 
(178). 
Резултати у нашем истраживању као и резултати у наведним литературама показали су да 
комплекси цинка индукују процес апоптозе третираних туморских ћелија са малим 
процентом некротичних ћелија и да из тог разлога долази до смањења вијабилности 
третираних ћелија, односно да цитотоксичност комплекса цинка настаје као посљедица 
индукције апоптозе третираних туморских ћелија. 
 
5.5. Анализа ћелијског циклуса туморских ћелија након третмана комплекса 
цинка(II) са SADTА 
Основни и главни циљ у терапији свих видова малигнитета је изазивање смрти туморске 
ћелије са минималним оштећењем малигно неизмијењених здравих ћелија. Истраживања 
су показала да се процес канцерогенезе може зауставити на два начина, индукцијом 
процеса апоптозе или заустављањем ћелијског циклуса (174). У наставку нашег 
истраживања смо одређивали проценат туморских  ћелија у различитим фазама ћелијског 
циклуса, након третмана новосинтетисаним комплексима цинка C1, C2 и цисплатине. 
Новосинтетисани комплекс цинка C1 у концентрацији од 200 µМ је зауставио ћелијски 
циклус B16F1 ћелија у G2/M фази. Такође, сличан ефекат имамо након третмана комплекса 
цинка C2 у концентрацији од 161 µМ, односно застој у G2/M фази у односу на нетретиране 
туморске ћелије. Истраживање које су спровели Zhang и сарадници показало је да након 
третмана цинк комплекса, комплекс 1 прави застој у G1 и G2/M фази ћелијског циклуса 
туморских ћелија хуманог поријекла MCF-7 (297). Qin и коаутори су показали да цинк(II) 
комплекс, коплекс 1 индукује застој у G1 фази ћелијског циклуса ћелија карцинома 
мокраћне бешике хуманог порекла T24 (179).  
На основу резултата добијених у нашем истраживању и наведених резултата из 
истраживања других аутора можемо закључити да комплекси цинка могу дјеловати 
цитотоксично индукујући процес апоптозе или заустављајући ћелијски циклус у одређеној 
фази. Познато је да некроза може изазвати инфламацију и локално оштећење здравог 
ткива, а да је насупрот томе, апоптоза контролисан и јасно регулисан процес ограничен на 
појединачне ћелије који не изазива оштећење околних ћелија. Стога је индукција процеса 
апоптозе најпожељнији и најприкладнији начин којим се може изазвати смрт туморских 
ћелија (180). Испитивани комплекси цинка доминантно индукују смрт туморских ћелија 
индукцијом апоптозе. Ипак, апоптоза и ћелијски циклус су директно повезани. 




регулације апоптозе. Уколико дође до оштећења ћелије, ови молекули заустављају 
ћелијски циклус и тиме омогућавају ћелији да поправи настала оштећења (181). Уколико 
ћелија није у могућности да та оштећења поправи, започиње процес апоптозе. Управо из 
тих разлога, застој у G2/M фази ћелијског циклуса који настаје третирањем ових ћелија 
комплексима цинка С1 и С2, може да буде један од разлога настанка процеса апоптозе 








Резултати приказани у овом раду по први пут показују да оба испитивана цинк (II) 
комплекса са S-алкенил тиосалицилном киселином показују умјерену цитотоксичну 
активности против ћелија карцинома дебелог цријева и меланома. Смањење вијабилности 
туморских ћелија последица је индукције апоптозе и заустављања ћелијског циклуса у G2 
фази. Иако комплекси цинка имају слабији антитуморски ефекат од оксалиплатине и 
цисплатине, дјелују селективније на туморске ћелије од познатих љекова. 
 
Закључак је изведен на основу сљедећих доказа: 
1. Структура синтетисаних бидентатних лиганада претпостављена је на основу 





C NMR), док је структура одговарајућих комплекса претпостављена на 
основу резултата инфрацрвене (IR) спектроскопије, магнетних мјерења и моларне 
проводљивости. Резултати су потврдили координовање цинк(II)-јона за донорске 
атоме у молекулу тиосалицилне киселине; 
2. Оба испитивана комплекса цинка(II) се везују за CТ-DNA, а С2 показује веће 
вриједности Кb што указује на високоафинитетно везивање комплекса са CТ-DNA; 
3. Квантитативне студије измјене са ЕB су показале да се оба комплекса цинка могу 
везати за одређена мјеста у оквиру DNA молекула;  
4. Ова новосинтетисана  комплекса цинка(II) су показала умјерену цитотоксичну 
активност према мишјим ћелијама карцинома дебелог црева и меланома. 
5. Комплекс С1 има значајно слабији цитотоксични ефекат према туморским ћелијама 
у поређењу са цисплатином и оксалиплатином, али дјелује много селективније на 
туморске ћелије од поменутих цитостатика. Оксалиплатина и цисплатина снажно 
дјелују на мезенхималне матичне ћелије, док комплекси С1 и С2 не испољавају 
снажан цитотоксични ефекат према њима; 
6. Смањена вијабилност ћелија меланома након третмана комплексима цинка 







APC комплекс анафазног промовисања (енгл. anaphase-promoting complex) 
ATM атаксија-телангиектазија-мутирани протеин  
(енгл. ataxia-telangiectasia-mutated) 
ATR протеин повезан са атаксијом и rad3 (енгл. ataxia and rad3 related) 
CAK CDK активирајућa киназa (енгл. CDK activating kinase) 
CDK Циклин-зависне киназе (енгл. Cyclin-dependent kinase) 
CKI инхибитори CDK (енгл. CDK inhibitors) 
DISC сигнални комплекс који индукује смрт (енгл. death-inducing signaling 
complex) 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
DMSO (енгл. Dimethyl sulfoxide) 
DNA (енгл. Deoxyribonucleic acid) 
DNA-PK DNA протеин киназа (енгл. DNA protein kinase) 
FADD (енгл. Fas- Associated- Death- Domain- Protein) 
FBS (енгл. Fetal bovine serum) 
Gadd45 (енгл. growth arrest and DNA damage inducible gene) 
HDAC протеин хистон деацетилаза (енгл. histone deacetylase protein) 
HIV (енгл. human immunodeficiency virus) 
IAP протеини инхибитори апоптозе (енгл. inhibitors of apoptosis proteins) 
ICAD инхибитор каспазом активиране DNA-зе  
(енгл. Inhibitor of Caspase Activated DNAse) 
МТ металотионеин (енгл. Metallothionein) 
NPAT нуклеарни протеин мапиран на ATM локусу 
PBS фосфатни пуфер (енг. Phosphate Buffer Saline) 
PCNA нуклеарни антиген ћелијске пролиферације  
(енгл. proliferating cell nuclear antigen) 
pRb ретинобластом супресорски ген  
(енгл. retinoblastoma tumour suppressor gene) 
SADTА (S-alkenyl derivatives of thiosalicylic acid) 
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